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2D-PAGE zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Abb. Abbildung 
A. bidest. bidestilliertes Wasser 
ACN Acetonitril 
A. dest.  destilliertes Wasser 




bp  basepair(s) (Basenpaare) 
BSA bovine serum albumin (Rinderserumalbumin) 
CAR Coxsackie- und Adenovirus Rezeptor 
cDNA complementary DNA (komplementäre DNA) 
CHAPS 3-(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio-1-propansulfat 
CVB3 Coxsackievirus B3 
d day(s) (Tage) 
DCM dilatative Kardiomyopathie 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
dNTP Desoxynucleosid-5’-triphosphat  
dpi dots per inch (Bildpunkte pro Zoll) 
DTT Dithiothreitol 
EDTA Ethyldiamintetraessigsäure (Natriumsalz) 
Ethidiumbromid 3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridiumbromid 
IEF isoelectric focussing (Isoelektrische Fokussierung) 
IPG immobilized pH-gradient (immobilisierter pH-Gradient) 
kb Kilobasen 
kDa Kilo-Dalton 
LCM Laser Capture Microdissection (Mikrodissektion mit optischer Pinzette)
M Molar 
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MALDI-TOF MS matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry (matrixgestützte Laser-Desorption/Ionisations-
Massenspektrometrie mit Flugzeitanalysator)) 




MKK MAPK Kinase 
MKKK MKK Kinase 
MKS Maul- und Klauenseuche 
mRNA messengerRNA (Boten-RNA) 
N Normal 
NL nichtlinearer pH-Gradient (bei Herstellung der IPG-Streifen wurden 
bestimmte Bereiche des Gradienten aufgeweitet) 
OD optische Dichte 
PAA Polyacrylamid 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS mit Phosphat gepufferte NaCl-Lösung 
PCR Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
pfu plaque forming units (plaquebildende Einheiten pro Flächeneinheit) 
pH pH-Wert 
p.i. post infection (nach Infektion) 
pI isoelektrischer Punkt 
RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute) 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR Reverse Transkriptions-PCR (PCR mit reverser Transkriptase) 
SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat) 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
sec Sekunde(n) 
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TBS mit Tris gepufferte NaCl-Lösung 
TCA Trichloressigsäure 
TEMED Tetramethylendiamin 
TNFR Tumor necrosis factor receptor (Tumornekrosefaktorrezeptor) 
TOF time of flight (Flugzeitanalysator) 
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
U unit (Einheit) 
v/v  volume/volume (Volumen/Volumen) 











„Ich bin, offen gesagt, nichts als Erbgut, kristallin sozusagen. Ich kann mich mitteilen nur und 
sonst gar nichts. Lieben möchte ich das nicht nennen, so viel Höflichkeit muss sein. Ich teile 
mein Gen-Wesen dem Tier mit, das so freundlich ist, mich zu bewirten, und schon 
multipliziere ich mich wie Pilze nach dem Regen. Ich passe, um euch eine Idee meiner 
überlegenen Art zu geben, in x-facher Millionenstärke in einen eurer Stecknadelköpfe. Ihr 
habt da diese hübsche Metapher vom Heuhaufen, die geht, was mich angeht, in die richtige 
Richtung. Ein letzter Scherz noch. Etwas Menschliches habe ich doch. Ich bin, ich muss es 
gestehen, mit eurem gemeinen Schnupfen verwandt.“ (Quelle: Wolfgang Büscher, 2001,  
www.welt.de) 
Dieser Auszug aus einem „Porträt“ umschreibt auf poetische Weise das Maul-und-
Klauenseuche-Virus, einem Vertreter der Picornaviren und gleichzeitig auch dem ersten 
isolierten animalen Virus überhaupt. Dies gelang Friedrich Loeffler und Paul Frosch im Jahre 
1898. Mittlerweile ist die Familie der bekannten Picornaviridae auf neun Gattungen 
angewachsen und umfasst etwa 230 Serotypen (Tabelle 1). Zu den Vertretern der wichtigen 
Picornaviren gehören neben dem oben genannten Maul-und-Klauenseuche-Virus auch die 
Hepatitis A-Viren, die Polioviren, die Rhinoviren und die Coxsackieviren. 
Die Viren besitzen im Allgemeinen einen wenig komplizierten Aufbau. Sie verfügen nur über 
zwei Grundbestandteile: einerseits die Nukleinsäure, welche die Erbinformationen enthält, 
zum anderen die Proteinhülle (Capsid). Das Capsid dient zum Verpacken der Nukleinsäuren 
und ist für die Rezeptorerkennung und Wirtsspezifität wichtig. Einige Vertreter besitzen 
zusätzlich noch eine äußere zweischichtige Lipidhülle. Dabei sind die Strukturen der Capside 
und der Nukleinsäuren bei den einzelnen Virenfamilien sehr verschieden. Die Capside können 
stäbchenförmige oder auch sphärische Gebilde sein. Das Genom kann in einzel- oder 
doppelsträngiger RNA oder DNA vorliegen. Bei den einzelsträngigen RNA-Genomen treten 
je nach Virus Plus- und Minusorientierungen des Stranges auf. Allen gemein ist, dass sie ein 
sehr kleines, „unvollkommenes“ Genom besitzen und auf diese Weise auf die Wirtszellen und 
deren molekulare Maschinerie angewiesen sind, um sich zu vermehren. Dabei werden die 
zellinternen Vorgänge auf die Bedürfnisse des Virus umgestellt (Alberts et al., 1995). 
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In der vorliegenden Arbeit werden die oben genannten Picornaviren, genauer die 
Coxsackieviren, betrachtet. 
Tabelle 1   Molekularbiologisch begründete Klassifizierung der Picornaviren 










     
Aphthovirus 2 Maul-und Klauenseuche- 
Virus 




MKS-Virus A, O, C 
 





Theiler´s Murine Encephalomyocarditis  
Virus 
Enterovirus 7 Poliovirus 3 Poliovirus 1-3 
  Humanes Enterovirus A 16 Coxsackievirus A2-8, 10, 12, 14, 16  
  Humanes Enterovirus B 43 Coxsackievirus B1-6, A9 
  Humanes Enterovirus C 11 Coxsackievirus A1, 11, 13, 15, 17-22, 24 
  Humanes Enterovirus D 3 Humanes Enterovirus 68, 70 
Erbovirus 1 Equines Rhinitis B-Virus   
Hepatovirus 2 Hepatitis-A-Virus 1  
Kobuvirus 1 Aichivirus 1  
Parechovirus 2 Humanes Parechovirus 1  
Rhinovirus 3 Humanes Rhinovirus A 76 Humanes Rhinovirus 1a, 1b, 2, 7-13  
  Humanes Rhinovirus B 25 Humanes Rhinovirus 3-6, 14, 17, 26  
Teschovirus 1 Bovines Teschovirus 1  
 
1.1.1 Aufbau und Genom 
 
Der Name „Picorna“ leitet sich aus dem griechischen Wort für klein („picos“) und dem RNA-
Genom der Viren ab. Somit werden gleich zwei molekulare Eigenschaften im Namen 
angedeutet. Die Viruspartikel haben einen Durchmesser von ungefähr 30 nm, eine 
ikosaedrische Form und sind von keiner zusätzlichen Lipidhülle umgeben. Dabei setzen sich 
die Capside aus folgenden Virusproteinen zusammen: VP1, VP2, VP3 und VP4. Die Virionen 
bestehen aus je 60 Einheiten (Protomer) der Proteine VP1, VP2, VP3 und VP4, wobei VP4 an 
der Innenseite der Partikel lokalisiert und mit dem RNA-Genom assoziiert ist. An den Ecken 
des Ikosaeders, wo die jeweiligen VP1-Proteine aufeinandertreffen, befindet sich eine 
kreisförmige Vertiefung, welche Canyon genannt wird (Abbildung 1). Die den Canyon 
auskleidenden Aminosäuren bestimmen die Spezifität des Virus für einen zellulären, 
membranalen Rezeptor, mit dessen Hilfe das Virus in das Innere der Zelle gelangt 
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(Muckelbauer und Rossmann, 1997). Diese Regionen weisen eine Selektionsdruck bedingte 
Variabilität auf, die im Entstehen verschiedener Serotypen sichtbar wird. 
 
Abbildung 1   Struktur der Picornaviren 
Der Aufbau einen Picornavirus-Partikels ist links schematisch (aus Muckelbauer et al., 1997) und 
rechts als Röntgenstruktur in der Falschfarbendarstellung (aus Hogle et al., 1985) zu sehen. Das von 
den Hüllproteinen gebildete Protomer ist durch dicke, schwarze Linien eingefasst. Der schattierte 
Kreis markiert die Lage des Canyon. VP4 befindet sich an der Innenseite des Capsids und ist in dieser 
Darstellung nicht zu sehen. 
 
Das Genom der Picornaviren (7-8 kb Länge) besteht aus einem einzelnen RNA-Strang in 
Plusorientierung, das heißt, dass die Virus-Proteine direkt aus dem Genom synthetisiert 
werden können. Die Proteine werden zunächst als ein einziges Polyprotein translatiert (2100-
2400 Aminosäuren lang). Dieses wird in drei Bereiche unterteilt und enthält alle Funktionen, 
die das Virus für seine Replikation benötigt. Im aminoterminalen Bereich befinden sich die 
Vorläuferproteine der viralen Capsidproteine. In der Mitte sind neben der 2A-Protease 
ausschließlich Nichtstrukturproteine lokalisiert, die wichtige Funktionen für die Anpassung 
des Virus an den Zellstoffwechsel haben. Aus dem carboxyterminalen Bereich werden einige 
enzymatisch aktive Komponenten (3C-Protease und die virale RNA-Polymerse) und weitere 
Nichtstrukturproteine gebildet (Modrow und Falke, 1997). Das Polyprotein wird noch 
während der Translation proteolytisch in die einzelnen Komponenten gespalten. Neben den 
vier Hüllproteinen (VP1-VP4) existieren noch sieben weitere Proteine, darunter Proteasen 
(2A und 3C) und eine RNA-abhängige RNA-Polymerase für die Replikation des 
Virusgenoms (Abbildung 2).  
Das 5´-Ende des RNA-Genoms enthält eine nicht-translatierte Region (600-1200 Basen), die 
für die Translation der Virus-RNA und die Virulenz wichtig ist. Ein Teil dieser Region bildet 
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eine sogenannte „Cloverleaf“-Struktur aus, die als interne Ribosomen-Eintrittstelle (IRES) 
fungiert. Am 3´-Ende befindet sich ebenfalls ein nicht-translatierter Bereich von 50-100 
Basen, der die Synthese des Minus-Strangs der Virus-RNA koordiniert. Darüber hinaus ist 






VPg IRES Leserahmen Polyprotein Poly(A)
AAA5´ 3´
P1 (Protomer) P2
1A 1B 1C 1D 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D
P3
Abspaltung des Protomers
durch die Protease 2A
Capsidproteine Nichtstrukturproteine
1A 1B 1C 1D 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D
Spaltungen durch die Proteasen
3C und 3CD
VP0 VP3 VP1 2A 2B 2C 3B 3C 3D3A
Virusreifung
VP4 VP2




Abbildung 2   Organisation des Picornavirus-Genoms und posttranslationale Prozessierung 
des Viruspolyproteins, dargestellt am Beispiel des Poliovirus 1 
 Am 5´-Ende der viralen RNA bindet kovalent das Protein VPg. Vor dem Start-Codon befindet sich die 
interne Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES), die die cap-unabhängige Translation des Virus-Polyproteins 
ermöglicht. Nach der Translation wird das Polyprotein durch die Proteasen 2A und 3CD 
beziehungsweise 3C in die verschiedenen Komponenten (Struktur- und Nichtstrukturproteine) 




Die Infektion der Zelle mit einem Virus beginnt mit der spezifischen Adsorption an ein 
Oberflächenprotein der Zielzelle. Bisher wurden verschiedene zur Anheftung benutzte 
Proteine gefunden. Die Coxsackieviren der Gruppen B1, B3 und B5 binden an das 
Zelloberflächen-Protein „Decoy Accelerating Factor“ (DAF, auch als CD55 bezeichnet; 
Bergelson et al., 1997; Shafren et al., 1995). Der wichtigere Bindungspartner für 
Coxsackievirus B3 scheint jedoch „Coxsackie and Adenovirus Receptor“ (CAR) zu sein, ein 
Protein von 46kDa (Lonberg-Holm et al., 1976; Bergelson et al., 1997; Tomko et al., 1997). 
CAR wird von den Coxsackie B-Viren und Adenoviren der Subklassen A, C, D, E und F als 
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Rezeptor benutzt (Roelvink et al., 1998). Über seine Funktion in den Säugerzellen ist bisher 
nichts genaues bekannt. Weiterhin konnten Heparansulfate, die zum Teil auf Oberflächen von 
Zellen präsentiert werden, als wichtiger Faktor für erfolgreiche CVB3-Infektionen 
identifiziert werden (Zautner et al., 2003). 
Nach der Bindung an den Rezeptor gelangen die Viruspartikel durch Endozytose in das 
Zellinnere. Die Virus-RNA wird durch Poren in der Vesikelmembran in das Zytoplasma 
abgegeben. Durch die IRES-Bereiche (internal ribosomal entry site) der RNA ist die cap-
unabhängige Translation dieser möglich (Jang et al., 1990; Belsham und Sonenberg, 1996). 
Noch während der Translation beginnen schon die Faltung des Polyproteins in die einzelnen 
Domänen und erste proteolytische Spaltungen. 
Zu einem sehr frühen Zeitpunkt der Virusreplikation ist die Protease 2A aktiv. Sie spaltet vor 
allem das Protomer (Region P1 mit den Strukturproteinen VP1-VP4) ab. Die virale Protease 
3C schneidet aus dem Protomer die Capsidproteine VP0, VP1 und VP3 und führt alle 
weiteren proteolytischen Spaltungen des viralen Polyproteins durch. 
Aus dem 3B-Segment wird das Virusprotein VPg gebildet. Es dient später bei der RNA-
Replikation als „Primer“ für die virale RNA-abhängige RNA-Polymerase (entsteht aus 
Abschnitt 3D des Polyproteins). Dazu wird VPg uridinyliert (Klump et al., 1990) und lagert 
sich an dem PolyA-Teil am 3’-Ende des Virus-RNA-Strang an. Die freie 3’-OH-Gruppe dient 
Viruspartikeln zusammengebaut. Abschließend erfolgt eine Reifungsspaltung. Dabei teilt sich 
at psidbestandteilen VP2 und VP4. Der gesamte 
runden sich ab. Im Weiteren bilden sich im gesamten Zytoplasma Vesikel aus, die 
Zellmembran verliert ihre Permeabilität und wird schließlich durchlässig (Carthy et al., 1998). 
dann als Erkennungsstelle für die virale RNA-Polymerase. Somit kann die RNA-abhängige  
RNA-Polymerase die Synthese der RNA-Tochterstränge durchführen (Lindberg et al., 1987). 
Die Synthese des Polyproteins dauert etwa 15 Minuten (Chatterjee et al., 1981). Sobald VPg 
und die RNA-abhängige RNA-Polymerase (3Dpol) als einzelne Proteine vorliegen, kann die 
Replikation der viralen RNA erfolgen. Sind in einer Wirtszelle ausreichend Bausteine für 
neue Virionen vorhanden, werden diese durch Selbst-Assemblierung zu infektiösen 
autok alytisch das VP0-Segment zu den Ca
Replikationsprozess von der Infektion der Zelle bis zur Freisetzung neuer Viren dauert etwa 
sechs bis sieben Stunden. 
Mikroskopisch sichtbar wird eine Infektion der Zellen durch eine Veränderung der 
Zellstruktur, die als zytopathischer Effekt bezeichnet wird (Wessely et al., 1998). Die 
Chromatinstruktur löst sich auf, und die Nukleinsäure-Protein-Komplexe akkumulieren an der 
Innenseite der Kernmembran. Das Zytoskelett lagert sich um, und die infizierten Zellen 
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1.1.3 Pathogenität des Coxsackievirus 
 
Coxsackieviren der Gruppe B verursachen oftmals nur leichte Erkrankungen des 
Respirationstraktes mit fiebrigen, grippeähnlichen Symptomen. Es können aber auch 
schwerwiegende Krankheitsbilder mit akuten bis chronischen und sogar letalem Ausgang 
auftreten. So sind die Coxsackieviren eine der Hauptursachen für aseptische Meningitis, 
akuter und chronischer Myokarditis sowie akuter Pankreatitis, die zur vollkommenen 
d der akuten Infektionsphase einer Mykoarditis finden sich im Herzmuskel verteilte 
ilen. Sollte es dem Immunsystem jedoch nicht 
 diesem Zusammenhang gibt es Hinweise auf apoptotische Prozesse. Durch das 
vorprogrammierte Selbstmordprogramm der Zelle, dessen sich das Virus 
höchstwahrscheinlich bedient, könnte es sich geschützt vor den Angriffen des Immunsystems 
in den apoptoseinduzierten Zellfragmenten – den sogenannten „membrane bound bodies" – 
weiterverbreiten. So konnte zum Beispiel unter in vitro-Bedingungen nachgewiesen werden, 
Insuffizienz führen kann (Ramsingh, 1997). So zeigen zum Beispiel serologische 
Untersuchungen, dass ungefähr 50 Prozent aller Myokarditis-Patienten eine 
Enterovirusinfektion hatten oder haben (Martino et al., 1994). 
Die Übertragung der Coxsackieviren erfolgt, da sie die Passage des Verdauungstraktes 
schadlos überstehen, fäkal-oral durch mangelnde Hygiene oder verunreinigtes Trinkwasser. 
Dies wird unter anderem durch eine Säurestabilität bis zu pH-Werten unter drei möglich. 
Nach einer primären Vermehrung in den Dünndarmtonsillen gelangen die Viren in das Blut 
und von dort über infizierte Lymphozyten zu den Zielorganen. 
Währen
herdförmige Läsionen mit inflammatorischen Zellinfiltraten. Im Anfangsstadium werden 
zuerst Makrophagen und natürliche Killerzellen als Teil der unspezifischen Immunantwort 
aktiviert. Später wandern dann T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen als Teil der 
spezifischen Immunantwort in die Infiltrate ein (Maisch et al., 2000). Der akute 
Krankheitsverlauf kann folgenlos aushe
gelingen, die Viren vollständig zu beseitigen, kann das Virus bei verringerter Virulenz 
persistieren, und es kann zur Chronifizierung der Erkrankung kommen (Hufnagel et al., 
1998). 
Wurde dieser Krankheitsverlauf ursprünglich vorwiegend als Immunsystem-vermittelt 
verstanden (Mason et al., 1995), ist das Virus wohl doch stärker beteiligt als angenommen. In 
infizierten Zellkulturen sind starke zytopathische Effekte nachweisbar (Carthy et al., 1998). 
Ebenso zeigt der Herzmuskel immunsupprimierter Mäuse ausgedehnte nekrotische Bereiche 
infolge der Infektion (Chow et al., 1992). 
In
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dass die apoptoseinduzierende Caspase 3 infolge iner CVB3-Infektion aktiviert wird (Carthy 
et al., 1998). Weiterhin wurde in einem Hefe-Zweihybrid-Screen die Interaktion von VP2 mit 










Abbildung 3  Histologischer Befund am Myokard einer Maus 
Die beiden oberen Bilder zeigen Schnitte gesunden Gewebes in zwei unterschiedlichen 
 Tod 
Färbemethoden. In den unteren Abbildungen ist links der akute, bereits durch mononukleäre Zellen 
(dunkel gefärbt) infiltrierte Krankheitsverlauf und rechts ist der chronische abgebildet. Bei der 
chronischen Variante ist sehr gut die Bindegewebseinlagerung (Fibrosierung, rot gefärbt) zu erkennen 
(mit freundlicher Genehmigung von A. Henke, Institut für Virologie und Antivirale Therapie der FSU 
Jena). 
 
Medizinisch gesehen hat die Dilatative Kardiomyopathie (DCM) als Langzeit-
Folgerkrankung die größte Bedeutung. Durch die fortlaufende Infektion entstehen zunehmend 
Schäden am Myokard, die in Fibrosierungsprozessen enden. Fibroblasten wandern in die 
nekrotischen Läsionen ein und bilden funktionsunfähige Narben. Mit fortschreitender 
Infektion verringert sich die Kontraktilität und somit die Pumpleistung des Herzens deutlich. 
Die DCM ist durch eine hohe Lethalität gekennzeichnet. Als einzige Möglichkeit, dem
zu entgehen bleibt meist nur die Herztransplantation. Jedoch haben auf die Ausprägung und 
den Schweregrad der Erkrankung neben dem Alter, Geschlecht und dem Immunstatus des 
Wirts auch die Virusvariante einen erheblichen Einfluss (Leipner et al., 2000). Allein in den 
USA treten jedes Jahr ungefähr 100.000 neue Fälle von DCM auf (Figulla et al., 1995). 
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Obwohl Struktur, Aufbau und Genomorganisation sowie einige Wirtszellproteine als 
Interaktionspartner des Coxsackievirus gut bekannt sind, ist dies bei vielen 
Pathogenitätsmechanismen nicht der Fall. Ebenso konnte einigen Signalmolekülen einige 
Bedeutung für den Infektionsverlauf zugeordnet werden (Carthy et al., 2003; Henke et al., 
2000; Huber et al., 1999). Für das komplexe Verstehen des Infektions- und 
Pathogenitätsablaufs und damit des Zusammenspiels der einzelnen Moleküle fehlen aber nach 
wie vor wichtige Daten und Erkenntnisse. Daher wird intensiv nach in diesem 
edizinisch von 
ssentieller Bedeutung, da sie in der Wirkstoffentwicklung neue Zielobjekte für neue 
inen vielversprechenden Ansatz stellt diesbezüglich die Proteomforschung dar, da diese 
teht für „PROTEins expressed by the genOME“ (Wilkins et al., 1997) und ist 
nsatz zum statischen Genom äußerst dynamisch und flexibel ist und auf 
usübung ihrer Funktion ermöglichen. Andere Gene kodieren für 
Zusammenhang unbekannten Proteinen geforscht, die als Bindeglieder zwischen den 




darauf ausgerichtet ist, die Zusammenhänge möglichst komplex aufzuzeigen. 
 
1.2 Das Proteom 
 
Der noch relativ junge Begriff proteome (deutsch Proteom) wurde auf einer 2D-
Elektrophorese-Tagung 1994 in Siena von dem Australier Marc Wilkins geprägt und ist ein 
Kunstwort. Es s
in Anlehnung an die Begriffe Genom und Transkriptom entstanden. Damit wird die 
quantitative Darstellung aller Proteine einer Zelle, eines Organismus oder einer 
Körperflüssigkeit zu bestimmten, genau definierten Bedingungen beschrieben (Lottspeich und 
Zorbas, 1998). 
Genau definierte Bedingungen sind in der Proteomforschung deshalb so wichtig, weil das 
Proteom im Gege
jeden zusätzlichen Reiz sofort reagiert. Dies geschieht zum Beispiel durch veränderte 
Milieubedingungen in Form von Neusynthese oder Abbau von Proteinen beziehungsweise 
durch Modifikationen an bestehenden Proteinen, womit dessen Funktion und Aktivität 
reguliert werden. 
So gibt es die Proteine der Haushaltsgene, die immer zu jedem Zeitpunkt vorliegen und der 
Zelle die Existenz und die A
Proteine die in Abhängigkeit vom Zellzustand, von der Gewebezugehörigkeit oder vom 
äußeren und inneren Reiz der Zelle ständig reguliert und modifiziert werden. Das Proteom ist 
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als Momentaufnahme zu begreifen und ermöglicht auf diese Weise die Existenz nahezu 
unendlich vieler Proteome. 
Welche Auswirkungen damit verbunden sind, soll folgendes Beispiel verdeutlichen: Die in 
den Genen von Mensch und Maus verschlüsselte Information ist in erstaunlich hohem Maß 
übereinstimmend. So wurden von 731 vorhergesagten Genen des Maus-Chromosoms 16 nur 
für 14 Gene kein Homolog im humanen Genom gefunden. Im untersuchten Umfang entsprach 
das einer Übereinstimmung von 98 Prozent auf der Genomebene, die für Proteine kodiert 
rde die Zahl der Gene des menschlichen 
mit einer mRNA-Analyse nicht erfasst werden. Somit ist keine konkrete 
(Mural et al., 2002). Jedoch haben phänotypisch Maus und Mensch nicht viel gemein. 
Inwieweit sich diese Unterschiede aus diesen Zahlen erklären lassen, ist umstritten. Ein 
anderes Beispiel ist die Larve und der daraus entstehende Schmetterling. Beide haben 
identisches Erbgut, sehen aber aufgrund geänderter Proteinverhältnisse vollkommen 
unterschiedlich aus. 
Bis zu Abschluss des Humangenomprojektes wu
Genoms auf etwas über 100.000 geschätzt. Jedoch musste diese Zahl deutlich nach unten 
korrigiert werden, denn tatsächlich umfasst das Genom nur etwa 30.000-35.000 Gene. Aber 
die Zahl der Proteinspezies die daraus zu entstehen vermag, übertrifft die 100.000 bei weitem. 
Manche Schätzungen gehen von einem „theoretischen Proteom“ mit 300.000-1.000.000 
Proteinspezies aus (Lottspeich und Zorbas, 1998). 
Die Analyse eines Proteoms liefert im Idealfall die aktuell vorhandene Menge jedes 
interessierenden Proteins. Solche Daten sind mit molekularbiologischen Methoden nicht zu 
erfassen, da quantitative mRNA-Analysen nicht mit den vorhandenen Proteinkonzentrationen 
der Zelle korrelierbar sind. Translationsregulation, mRNA-Stabilität, Proteinstabilität und 
Proteinabbau können 
Aussage über die Proteinmengen in der Zelle möglich. Posttranslationale Modifikationen an 
Proteinen, wie zum Beispiel Phosphorylierungen, Acetylierungen oder Methylierungen, sind 
ebenfalls über Nukleinsäureanalysen nicht erkennbar. Da diese Modifikationen bei den 
meisten Proteinen essentiell für deren Funktion und Funktionsregulation sind, ist es wichtig, 
diese zu detektieren. 
Ein Schlüsselpunkt für eine Proteomanalyse ist die Definition der Ausgangsbedingungen und 
die Fragestellung, was man überhaupt herausfinden möchte. Ziel ist es, netzwerkartige und 
sonst nur schwer zugängliche Zusammenhänge darzustellen. Man erreicht dies, indem man 
einen genau definierten Zustand stört und die damit einhergehenden Veränderungen misst 
(Perturbationsanalyse). Der Teil des Proteoms, der sich nicht verändert (z. B. Haushaltsgene), 
kann vernachlässigt werden, weil dieser keine Aufschlüsse über die Reaktionen auf einen 
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Reiz gibt. Da ein Proteom auf Veränderungen empfindlich reagiert und seinen bearbeitbaren 
und definierten Inhalt erst erhält, wenn man seine Umgebungsvariablen festlegt, wird schnell 
klar, dass der genauen Definition aller erdenklichen Parameter ein extrem hoher Stellenwert 
zukommt. Der eigentliche Aspekt, unter dem eine Proteomanalyse durchgeführt wird, ist die 
u Grunde liegende Fragestellung. Eine vergleichende Proteomanalyse zweier Zustände ist 
stände unterscheiden. Idealerweise wird 
an den Unterschied möglichst klein halten, damit die Veränderungen im Proteommuster 
mpholyte, die im elektrischen Feld einen 
olchen pH-Gradienten aufbauen. Ampholyte sind spezielle zwitterionische Moleküle, die 
eine erhöhte Pufferkapazität an ihrem isoelektrischen Punkt aufweisen und so diesen als pH-
Wert an ihre Umgebung abgeben. Bei der molekulargewichtsabhängigen Trennung wird im 
z
nur sinnvoll, wenn bekannt ist, wodurch sich beide Zu
m
überschaubar bleiben. Ebenso sollte man den Einfluss und das Ausmaß von genetisch 
bedingten Heterogenitäten wie Polymorphismen oder Mutationen berücksichtigen. 
 
1.2.1 Proteomanalyse mittels 2D-Elektrophorese 
 
In der Proteomanalyse gibt es einige vielversprechende Ansätze, die in der Zukunft auf 
leistungsfähige Verfahren hoffen lassen, zum Beispiel mehrdimensionale Chromatographien 
oder eindimensionale Elektrophorese gekoppelt mit chromatographischen Methoden. Zur Zeit 
ist aber die zweidimensionale Elektrophorese immer noch die Technik der Wahl, zumindest 
für die Proteintrennung. 
Zum ersten Mal wurde die moderne 2D-Proteingelelektrophorese mit der Kombination aus 
einer pH-Wert-abhängigen Trennung und einer Massentrennung 1975 durch O'Farrell, Klose 
und Scheele eingeführt (Klose, 1975; O´Farell, 1975; Scheele, 1975). Dabei bestehen die zwei 
Dimensionen aus einer isoelektrischen Fokussierung (IEF) und anschließender 
molekulargewichtsabhängigen Trennung der Proteine (Abbildung 4). Der isoelektrischen 
Fokussierung liegt eine Trennung der Proteine entlang eines pH-Gradienten im elektrischen 
Feld entsprechend ihrem isoelektrischen Punkt zu Grunde. Die elektrische Nettoladung von 
Proteinen setzt sich aus den einzelnen Ladungen der Aminosäuren, aus denen sie aufgebaut 
sind, zusammen. Da die Aminosäuren einen amphoteren Charakter besitzen, dass heißt sie 
können vom pH-Wert abhängig als Säure und als Base fungieren, gibt es für die Aminosäuren 
und demzufolge auch für die Proteine einen bestimmten pH-Wert, bei dem ihre Nettoladung 
gleich null ist. Dieser pH-Wert wird als isoelektrischer Punkt bezeichnet. Ist dieser pH-Wert 
vom Protein erreicht, findet keine Bewegung mehr im elektrischen Feld statt. Um diese 
Trennung zu realisieren, existieren sogenannte A
s
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elektrischen Feld ein Polyacrylgitternetz als Barriere verwendet, so dass kleinere Proteine sich 
darin schneller bewegen können als die größeren. 
 
 
Abbildung 4   Schematische Darstellung der 2D-Gelelektrophorese (Coomassie-Färbung) 
Die Trennung des Proteingemisches erfolgt im ersten Schritt entsprechend der individuellen 
rstellung von nicht linearen pH-Gradienten, was die Auflösung in 
isoelektrischen Punkte in einem pH-Gradienten (Isoelektrische Fokussierung =  erste Dimension). Im 
zweiten Schritt werden die fokussierten Proteine auf denaturierende SDS-Bedingungen eingestellt, auf 
ein SDS-Gel übertragen und senkrecht zur Fokussierung nach Molekülmasse getrennt (zweite 
Dimension). 
 
Für die problematischere isoelektrische Fokussierung stehen seit einigen Jahren gute, käuflich 
erwerbbare Fokussierstreifen zur Verfügung. An dieser Stelle wird der pH-Gradient aus 
Acrylamid-Derivaten mit puffernden Gruppen, den Immobilinen, durch Kopolymerisation mit 
den Acrylamid-Monomeren in ein Polyacrylamidgel eingebaut. Ein Immobilin ist eine 
schwache Säure oder eine schwache Base. Man braucht mindestens zwei verschiedene 
Immobiline, um einen pH-Gradienten im Gel zu erzeugen. Dies wird durch ein 
kontinuierliches Verändern des Immobilin-Mischungsverhältnisses erzielt, ähnlich dem 
Prinzip einer Säure-Base-Titration (Görg et al., 1987; Westermeier, 1990). Diese Technik 
ermöglicht auch die He
bestimmten pH-Bereichen bei Bedarf verbessert. Die Einführung der Immobiline und damit 
 
Alexander Raßmann  Seite 11 
Einleitung 
 
die verbesserte Reproduzierbarkeit ist ein Grund, dass die 2D-Elektrophorese immer stärker 
an Bedeutung gewann. 
Um die getrennten Proteine auswerten zu können, müssen diese visualisiert werden. Auch in 
diesem Bereich gibt es mittlerweile einige Modifikationen, welche die klassischen 
Proteinfärbetechniken (zum Beispiel Silberfärbung oder Coomassie-Färbung) ergänzen. Zu 
nennen wären da nichtradioaktive Markierungstechniken (Isotope Coded Protein Label, ICPL; 
Schmidt et al., 2004) oder Fluoreszenzfärbungen (DIGE™ von Amersham Biotech). Die 
beiden zuletzt genannten Verfahren ermöglichen zudem die Auftrennung der zu 
vergleichenden Proben in einem Gel. Realisiert wird dies durch unterschiedliche 
arkierungen der zu vergleichenden Proteingemische, entweder durch Isotope (ICPL) oder 
e (DIGE™). Bei der Auswertung können dann die 
roteine durch ihren Masseunterschied (ICPL) oder eben durch die unterschiedlichen 
bereits bekannte Details des 
der 2D-Gelelektrophorese neben den 




Fluoreszenzen differentiell betrachtet werden. 
 
1.3 Aufgabenstellung der Arbeit 
 
Das Coxsackievirus B3 gilt als einer der häufigsten Erreger viraler Herzerkrankungen. Die 
Pathogenesemechanismen und Virus-Wirtszell-Interaktionen sind bisher allerdings nur 
ansatzweise aufgeklärt. Bis heute konnte noch keine geeignete Therapie oder Prävention bis 
zur klinischen Anwendung entwickelt werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten deshalb mit Hilfe der Zweidimensionalen Gelelektrophorese 
am Zellkulturmodell durch Proteinmustervergleich spezifische Wirtszellproteine identifiziert 
und nach Möglichkeit durch Massenanalysen charakterisiert werden, die im Verlauf der 
Infektion differentiell exprimiert werden. Proteine, deren Abundanzen während des 
Infektionsgeschehens reguliert werden, sind einerseits potentiell (mittelbar bzw. unmittelbar) 
an Vorgängen bei der Virusreplikation beteiligt, andererseits können sie diese unter 
Umständen stören und werden deshalb durch viral bedingte Mechanismen inaktiviert. Der 
Überblick über solche Proteine soll helfen, einzelne 
Infektionsgeschehens in Zusammenhang zu stellen und bedeutet somit eine gute 
Ausgangsbasis zur Entflechtung der komplizierten Signalfolgen während der 
Virusreplikation. Die durch die zweidimensionale Gelelektrophorese erhaltenen Daten sollen 
mittels einem DNA-Array komplettiert und ergänzt werden. 
Für dieses Ziel sollte zunächst die Methode 
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werden. Die Zweidimensionale Gelelektrophorese, die als die empfindlichste Methode zur 
Auftrennung komplexer Proteingemische gilt, ist in der Lage, die wichtigsten Komponenten 
eines beliebigen Proteoms befriedigend abzubilden. 
Aufgrund der Heterogenität, die solch ein Proteom aufweist (verschiedenste Abundanzen, 
Größen, Hydrophobizitäten und isoelektrische Punkte der enthaltenen Proteine), ist es jedoch 
nahezu unmöglich, diese Proteine alle gleichermaßen gut darzustellen. Die verläßliche 
Reproduzierbarkeit der Methode ist zudem von vielen Parametern (unter anderem der 
Probenbehandlung, den IEF- und SDS-PAGE-Bedingungen und der Färbemethode) abhängig. 
ährleistet. 
ach der Optimierung des 2D-Elektrophorese-System sollen die Arbeiten am Beispiel von 




Für die geplanten Proteomuntersuchungen am Zellkulturmodell sollte daher ein Protokoll 
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humane hepatozelluläre Karzinomzellinie, DSMZ-Nr. ACC 180, etabliert 1975 (Aden et al., 
1979), epithelartige Zellen, adhärent als Monolayer wachsend, Verdopplungszeit 48-60 h, 
Ausbeute der konfluenten Kultur ca. 4 x 105 Zellen/cm2 Wachstumsfläche 
HeLa: 
humane Cervix-Karzinom-Zellinie, DSMZ-Nr. ACC 57, 1951 etabliert (Gey et al., 1952), 
epithelartige Zellen, adhärent als Monolayer wachsend, Verdopplungszeit ca. 48 h, Ausbeute 
der konfluenten Kultur ca. 5 x 104 Zellen/cm2 Wachstumsfläche 
2.1.2 Verwendeter Virusstamm 
CVB3 Stamm  „Nancy“, Variante Woodruff (CVB3H3), Titer: 1,6 x 108 pfu/ml (Knowlton et 
al., 1996) 
2.1.3 Zellkulturmedien 
HepG2: 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS; 2 mM L-Glutamin 
HeLa: 90 % DMEM + 10 % FCS; 2 mM L-Glutamin 
 
2.1.4 Stammlösungen der Fettsäureinhibitoren 
Cerulenin-Stammlösung: 9 mM Cerulenin in DMSO (Endverdünnung im Medium 1:200) 
C75-Stammlösung: 9 mM C75 in DMSO (Endverdünnung im Medium 1:200) 
TOFA-Stammlösung: 5 mM TOFA in DMSO (Endverdünnung im Medium 1:1000) 
 
2.1.5 Puffer und Lösungen 
2.1.5.1 Puffer und Lösungen für die Zellkultur 
10x Trypsin/EDTA-Lösung: 0,5 % (w/v) Trypsin; 0,2 % (w/v) EDTA 
PBS-Puffer: PBS für Zellkultur (Biochrom) 
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Lyse- und Solubilisierungs- 
puffer: 
8 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 4 % CHAPS;  
40 mM DTT 
Kristallviolett- 
Formalinlösung 
50 ml Formalin konzentriert; 1,5 g Kristallviolett;  
10 ml Ethanol; 540 ml A. bidest. 
Kristallviolett-Lösepuffer 480 ml Ethanol; 520 ml A. bidest. (19,5 ml dieses Gemisches 
entfernen); 19,5 ml 1 N HCl; 8,97 g Natriumcitrat-2-Hydrat  
pH-Wert mit HCl auf 4,2 einstellen 
2.1.5.2 Lösungen für die TCA/Aceton-Fällung 
TCA-Lösung: 20 % (w/v) TCA in 50 % Aceton lösen; 20 mM DTT 
Aceton/DTT: 80 % Aceton; 20 mM DTT 
Rehydratisierungslösung: 8 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff; 4 % CHAPS; 12 µl/ml 
DeStreak™ 
2.1.5.3 Lösungen für die Bradford-Proteinbestimmung 
Bradford-Stammlösung: 100 ml Ethanol 96 %; 200 ml Phosphorsäure 88 %; 350 mg 
Serva Blue G; bei RT abgedunkelt lagern 
Bradford-Arbeitslösung: 425 ml A. bidest.; 15 ml Ethanol 96 %; 30 ml Phosphorsäure 
88 %; 30 ml Bradford-Stammlösung; bei RT und abgedunkelt 
6 Wochen haltbar 
BSA-Lösung: 1 mg/ml BSA; A. bidest. 
2.1.5.4 Äquilibrierlösungen 
Stammlösung: 6 M Harnstoff; 4 % SDS; 30 % Glycerin; 3,3 % Trenn- 
gelpuffer pH 8,8 
Lösung I: Stammlösung mit 1 % DTT versetzen 
Lösung II: Stammlösung mit 4 % Jodacetamid und einigen mg 
Bromphenolblau versetzen 
2.1.5.5 Puffer und Lösungen für die SDS-PAGE 
10x Elektrodenpuffer 144 g Glycin; 30 g Tris; 10 g SDS ad 1.000 ml A. bidest. 
Trenngelpuffer: 181,66 g Tris; 4 g SDS in 900 ml A. bidest. lösen; mit konz. 
HCl auf pH 8,8 titrieren; ad 1.000 ml mit A. bidest. 
Acrylamidlösung (10 %): 42 % (v/v) Acrylamid-Bis (37,5:1, 30 %); 25 % (v/v) 
Trenngelpuffer; 28 % (v/v) A. bidest.; 0,56 M Glycerol 
0,5 % (w/v) APS; 0,005 % (v/v) TEMED 
Glycerol-Lösung zum 
Unterschichten: 
50 % (v/v) Glycerol; 25 % (v/v) Trenngelpuffer; 25 % 
A. bidest.; eine Spatelspitze Bromphenolblau 
Agaroselösung 0,5 %: 0,5 g Agarose in 100 ml 1x Elektrodenpuffer lösen 
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2.1.5.6 Lösungen zum Anfärben der Proteine im PAA-Gel 
Coomassie-Blue-Färbung 
Färbelösung: 0,1 % Coomassie; 10 % Essigsäure; 40 % Methanol, A. bidest.
Entfärber: 5 % Essigsäure; 40 % Methanol; A. bidest. 
Kolloidale Coomassie-Blue-Färbung 
Fixierlösung: 20 % Methanol; 1 % o-Phosphorsäure (85 %); A. bidest. 
Färbelösung: 20 % Methanol; 20 % Roti®-Blue (5x-Konzentrat, gut 
schütteln); A. bidest. 
Lagerlösung: 20 % Methanol; 5 % Glycerin (99 %); A. bidest. 
Silberfärbung nach Mann 
Fixierer: 40 % Ethanol; 10 % Essigsäure; A. bidest. 
Waschlösung: 30 % Ethanol; A. bidest. 
Sensitivierer: 0,02 % Natriumthiosulfatpentahydrat (NA2S2O3 x 5H2O); 
A. bidest. 
Färbelösung: 0,2 % Silbernitrat (AgNO3); 0,025 % Formaldehyd (HCHO); 
A. bidest. 
Entwickler: 3 % Natriumcarbonat; 0,05 % Formaldehyd; A. bidest. 
Stopplösung: 5 % Essigsäure; A. bidest. 
2.1.5.7 Puffer und Lösungen für den tryptischen In-Gel-Verdau von Proteinen 
Puffer A: 50 % Methanol; 10 % Essigsäure; A. bidest. 
Puffer B: 100 mM Ammoniumbicarbonat; pH 8, A. bidest. 
Puffer C: 50 % Acetonitril; 100 mM Ammoniumbicarbonat; A. bidest. 
Puffer D: 100 % Acetonitril 
10x Trypsin-Stammlösung: Trypsin in einer Konzentration von 0,1 mg/ml in 1 mM HCl 
lösen; Aliquots herstellen; bei -80 °C lagern 
Trypsin-Arbeitslösung 
(1x–5x): 
Trypsin-Stammlösung mit 10 mM Tris/HCl pH 8,5 verdünnen; 
sofort verbrauchen 
2.1.5.8 Puffer und Lösungen für RT-PCR 
DEPC-H2O 0,1 % DEPC; A. bidest.; 24 h rühren; 2 x autoklavieren 
2.1.5.9 Puffer und Lösungen für die Agarosegelelektrophorese 
TAE-Puffer 40 mM Tris/Acetat pH 8,0; 1mM EDTA; A. bidest. 
RNA-Gel-Puffer 25 ml 0,1 M Na2HPO4-Lösung; 25 ml 0,1 M NaH2PO4- 
Lösung; 450 ml DEPC-H2O 
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Gelladepuffer 12,5 mg Bromphenolblau; 1,72 ml 87 %iges Glycerin; 
3,5 ml 10 mM EDTA pH 8 
Agarosegel    1 %ig 1 g Agarose; 99 g TAE-Puffer bzw. RNA-Gel-Puffer 
2.1.5.10 Lösungen für die Western Blot-Analyse 
Towbin-Blotpuffer 25 mM Tris/HCl pH 8,5; 200 mM Glycin; 20 % (v/v) 
Methanol 
TBS-T 20 mM Tris (pH 7,5); 150 mM NaCl; 0,1 % (v/v) Tween 20 
Blockierlösung TBS-T mit 5 % (w/v) Magermilchpulver 
Ponceau-Rot-Färbelösung 0,1 % Ponceau-Rot in 5 % Essigsäure (v/v) 
AP-Puffer 100 mM Tris-HCl (pH 9,5); 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2
AP-Färbelösung 66 µl NBT-Stocklösung (5 % in DMFA); 33 µl BCIP- 
Stocklösung (5 % in 70 % DMFA); 9,9 ml AP-Puffer 
2.1.6 Synthetische Oligonukleotide für die PCR 
Name Sequenz Nachweis 
β-Aktin-5' 5'-ATC TGG CAC CAC ACC TTC TAC AAT GAG CTG CG-3' 
β-Aktin-3' 5'-CGT CAT ACT CCT GCT TGC TGA TCC ACA TCT GC-3' 
humanes β-Aktin 
VP1-5' 5'-GGC CCA GTG GAA GAC GCG-3' 
VP1-3' 5'-AAA TGC GCC CGT ATT TGT CAT TG-3' virales Protein VP1 
 
Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch Dr. E. Birsch-Hirschfeld am Institut für 
Virologie und antivirale Therapie des Klinikums der Friedrich-Schiller-Universität Jena. 
2.1.7 Kits, Enzyme und Marker 
RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden) 
Omniscript reverses Transkriptions Kit (Qiagen, Hilden) 
Taq DNA Polymerase (Qiagen, Hilden) 
Protein- und DNA-Marker (Roth, Karlsruhe und Biorad, München) 
2.1.8 Chemikalien 
Chemikalie Herkunft 
Acetonitril Merck, Darmstadt 
Acrylamid-Bis 37,5:1 Serva, Heidelberg 
Agarose Invitrogen, Karlsruhe 
Ammoniumpersulfat (APS) Serva, Heidelberg 
Bromphenolblau Sigma, Deisenhofen 
CHAPS (3-(3-Cholamidopropyl)dimethyl-ammonio-1-
propansulfat) Sigma, Deisenhofen 
Coomassie Brilliantblau G250 Sigma, Deisenhofen 
Destreak™ Amersham Biotech, Freiburg 
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Chemikalie Herkunft 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe 
dNTP-Mix Amersham Biotech, Freiburg 
DTT Sigma, Deisenhofen 
Ethidiumbromid (1%) Merck, Darmstadt 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth, Karlsruhe 
Fetales Kälber-Serum (FCS) Biochrom AG, Berlin 
Formaldehyd Roth, Karlsruhe 
Glycerin (plant, 99,5 %) Serva, Heidelberg 
Glycin Roth, Karlsruhe 
Guanidinhydrochlorid Sigma, Deisenhofen 
Harnstoff (EP-MB grade) Roche Diagnostics, Mannheim 
Jodacetamid Sigma, Deisenhofen 
L-Glutamin Sigma, Deisenhofen 
Natriumcarbonat Roth, Karlsruhe 
Natriumthiosulfatpentahydrat Merck, Darmstadt 
ortho-Phosphorsäure (85%) Merck, Darmstadt 
Pharmalyte™ (3-10, 4-6,5) Amersham Biotech, Freiburg 
Phosphate buffered saline (PBS; tablets) Sigma, Deisenhofen 
Roti®-Blue Roth, Karlsruhe 
RPMI 1640, Zellkulturmedium Gibco, USA 
SDS Roth, Karlsruhe 
Silbernitrat Sigma, Deisenhofen 
Silikonöl DC 200 Serva, Heidelberg 
TAE Buffer (50x) Invitrogen, Karlsruhe 
TEMED Merck, Darmstadt 
Thioharnstoff Sigma, Deisenhofen 
Trichloressigsäure (TCA) Merck, Darmstadt 
Triflouressigsäure (TFA) Merck, Darmstadt 
Tris Roth, Karlsruhe 
Trypsin (sequencing grade) Roche Diagnostics, Mannheim 
2.1.9 Materialien 
Einmal-Küvetten 1,5ml (Roth, Karlsruhe) 
IPG-Streifen 24 cm; pH 4-7, 3-10, 3-10NL (Amersham Biosciences, Schweden) 
Kulturflaschen, div. Größen (Iwaki, Japan) 
Ultrafiltrationssystem Microcon®-YM 10 (Millipore, USA) 
SELDI-Proteinchips: H4 und H50, hydrophobe Oberfläche (Ciphergen, USA) 
Immobilon™-P Transfer Membran (Millipore, USA) 
2.1.10 Geräte 
Begasungsbrutschrank BB 6220 (Heraeus Instruments, Hanau) 
Concentrator 5301 (Eppendorf, Hamburg) 
Densitometer GS 800 (Bio-Rad, München) 
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Elektrophorese- und Blotapparatur Multiphor™ II (Amersham Biosciences, Schweden) 
Geldokumentationsanlage Gene Genius, SynGene; Software: GeneSnap (Merck Eurolab, 
Darmstadt) 
Horizontale Gelelektrophorese-Apparatur Power Pac 200 (Bio-Rad, München) 
Laborzentrifuge 4K15C (Sigma, Taufkirchen) 
Mikroskop Axiovert 25 inkl. CCD-Kamera AxioCam HRC (Carl Zeiss GmbH, Jena) 
PCR-Gerät GeneAmp PCR-System 9700 (Perkin Elmer, Langen) 
pH-Meter CG825 (Schütt Labortechnik, Göttingen) 
Powersupply Powerpac 200 (Bio-Rad, München) 
Powersupply EPS 3501 XL (Amersham Biosciences, Schweden) 
Proteinspot-Excisionsgerät GelPal (Genetix, Großbritannien) 
Proteinanalysesoftware Proteomweaver (Definiens, München) 
Rehydratisierungstray (Amersham Biosciences, Schweden) 
Schüttelgerät Promax 1020 (Heidolph Instruments, Schwabach) 
SELDI-MS Protein-Chip-System (Ciphergen, USA) 
SpeedCycler – Rapid PCR-Thermocycler (Analytik Jena) 
Steril-Sicherheitswerkbank HB 2448 (Holten LaminAir) 
Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg) 
Tischzentrifuge 5415R (Eppendorf, Hamburg) 
Ultraschall-Gerät sonoplus HD 2070 mit Mikrospitze MS 73 (Bandelin electronic, Berlin) 
Ultrazentrifuge Optima MAX E (Beckman Coulter, USA) 
UV/VIS-Spektrometer Spectronic® 20 Genesys™ (Spectronic Instruments, USA) 
Vertikal-Gelelektrophoreseapparatur EttanDALTtwelfe™ inkl. Gelgießstand für 12 Gele 
(Amersham Biosciences, Schweden) 
Zellzahl- und Vitalitätsmeßgerät Vicell™ (Beckman Coulter, USA) 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Kultivierung der Zellen 
2.2.1.1 Kulturbedingungen 
Die adhärent wachsenden Kulturen wurden in den entsprechenden Medien bei 37 °C, 5 % 
CO2 und gesättigt feuchter Atmosphäre im Begasungsbrutschrank kultiviert. Sämtliche 
Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilwerkbank durchgeführt. 
2.2.1.2 Passagieren der Zellen 
95-100 % konfluente Kulturen wurden mit kalter PBS-Lösung gewaschen, um tote Zellen und 
Reste des Kulturmediums zu entfernen. Anschließend wurde die Zellschicht mit 
vorgewärmter (20°C) Trypsin/EDTA-Lösung benetzt (1 ml für 25 cm2, 3 ml für 75 cm2 und 
5 ml für 150 cm2 Wachstumsfläche). Nach 3-minütiger Inkubation im Brutschrank wurde die 
Trypsinlösung abgegossen und die Zellen für maximal 10 weitere Minuten inkubiert. Lösten 
die Zellen sich vom Flaschenboden, wurde die Reaktion durch Zugabe von 2/5/8 ml auf 37 °C 
vorgewärmten Nährmediums abgestoppt. Durch mehrmaliges Pipettieren wurden die Zellen 
homogenisiert, vereinzelt, aufgenommen und im Verhältnis 1:4 in neue Flaschen verteilt. 
Abschließend wurden die Flaschen mit auf 37 °C vorgewärmtem Nährmedium aufgefüllt 
(25 cm2 auf 20 ml, 75 cm2 auf 40 ml und 150 cm2 auf 60 ml) und kultiviert wie beschrieben. 
2.2.1.3 Infektion der Zellen mit CVB3 und Wirkstoffbehandlung 
Diese Arbeiten wurden im Institut für Virologie und Antivirale Therapie der FSU Jena von 
Dr. A. Henke und Mitarbeitern durchgeführt. Nach dem Entfernen des Zellkulturmediums 
werden konfluente Zellkulturmonolayer (HeLa oder HepG2) in 150 cm2 Zellkulturflaschen 
vor der Infektion einmal mit 10 ml PBS gewaschen. Dann wird die Virussuspension mit einer 
„multiplicity of infection“ (moi, entspricht dem Infektionsverhältnis Viren auf eine Zelle) von 
5 in einem Volumen von 5 ml dazugegeben und die Zellkulturen für 45 min bei 37°C und 5 % 
CO2 inkubiert, wobei die Flaschen jeweils alle 7-8 min geschwenkt werden. Anschließend 
wird Medium aufgefüllt und die Zellkulturen bis zum gewünschten Zeitpunkt im Brutschrank 
bei 37°C und 5 % CO2 belassen. Die nichtinfizierte Kontrolle wird mit der Suspensionslösung 
ohne Viren gleich behandelt. 
Für den Fall der Fettsäureinhibierung wird der gewünschte Fettsäureinhibitor zeitgleich zur 
Infektion zu den Zellen gegeben. Im Falle von Cerulenin wird die Zugabe nach 1,5 h 
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wiederholt, aufgrund der geringen Halbwertzeit in wässrigen Lösungen. Die Kontrollzellen 
werden äquivalent nur mit DMSO behandelt. 
2.2.1.4 Konzentrationsbestimmung einer Viruslösung – TCID50-Test 
In die Vertiefungen einer 96-Kammer-Platte wurden zu Beginn je 100 µl HeLa-
Zellsuspension (2 x 105 Zellen/ml) pipettiert und für 2-3 Stunden bei 37°C und 5 % CO2 
inkubiert, so dass die Zellen auf den Grund jeder Kammer absinken und sich festsetzen 
konnten. Während dieser Zeit erfolgte die Herstellung einer Verdünnungsreihe der zu 
untersuchenden Viruslösung mit Medium meist in den Stufen 10-1 bis 10-8. Diese 
Verdünnungsstufen wurden dann in vier Parallelen à 50 µl/Kammer zu den vorbereiteten 
Zellen gegeben. Nach einer vier- bis fünftägigen Inkubation bei 37°C und 5 % CO2 in einer 
feuchten Kammer erfolgte eine lichtmikroskopische Untersuchung jeder Kammer auf das 
Vorhandensein eines zytopathischen Effektes. Die Berechnung des Endpunktes der 
Verdünnung, das heißt die Verdünnungsstufe, bei der nur noch 50 % aller Testeinheiten 
infiziert werden konnten, erfolgte nach Reed und Muench (Reed et al., 1938). Der Virustiter 
ergab sich dann aus dem Reziproken dieses Wertes. 
2.2.1.5 Elektronische Zellzählung und Vitalitätsbestimmung 
Für die elektronische Zellzahl- und Vitalitätsbestimmung wurden die Zellen mit 
Trypsin/EDTA-Lösung vom Flaschenboden abgelöst (10 min bei 37 °C), die Zellsuspension 
bei 500 x g und 4°C für 5 min zentrifugiert und das Zellpellet in einem definierten Volumen 
Medium resuspendiert. Mit Hilfe von Trypanblau wurde die Vitalität der Zellen sowie die 
Zellzahl im ViCell-Zellzähler bestimmt. 
2.2.1.6 Ernte der Zellen 
Die Kulturflaschen wurden dem Brutschrank entnommen und der Zellrasen sofort viermal mit 
4 °C kalten PBS-Puffer gewaschen. Reste des Puffers wurden möglichst vollständig 
abgesaugt. Um die Zellen vom Flaschenboden zu lösen und zu lysieren, wurden diese mit 
2 ml Solubilisierungslösung (bei 75 bzw. 150 cm2 Wachstumsfläche, 1 ml bei 25 cm2) 
versetzt. Der Puffer wurde zügig auf dem Flaschenboden verteilt, so lange, bis keine Zellen 
mehr zu erkennen waren. Da die Solubilisierungslösung stark denaturierend wirkt, werden in 
einem hohen Maße in der Probe enthaltene Proteinasen inhibiert. Dies ist wichtig, weil man 
nachträgliche Veränderungen am Proteom vermeiden möchte. 
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2.2.2 Aufarbeitung des Zellysats 
2.2.2.1 Ultraschallbehandlung 
Die im Puffer aufgenommenen Zellen wurden in ein 15 ml Falcon-Reaktionsgefäß überführt 
und mit Ultraschall behandelt (10 x 5 sec bei Puls 2 und 50 %). Dies geschah vorrangig, um 
Membranreste und Nukleinsäuren mechanisch zu destruieren und daran assoziierte Proteine 
abzulösen. 
2.2.2.2 Ultrafiltration 
Zunächst wurde das ultraschallbehandelte Lysat für 30 min bei 100.000 x g und 16 °C 
ultrazentrifugiert, um unlösliche Zellfragmente zu pelletieren. Der Überstand wurde 
abgenommen und jeweils 500µl davon in einen Mikrofilter (regenerierte Zellulose, MW 
10.000) gegeben, durch Zentrifugation (12.000 x g 16 °C) auf die Hälfte eingeengt und mit 
Rehydratisierungslösung auf das Ausgangsvolumen aufgefüllt. Dieser Waschvorgang wurde 
zweimal wiederholt. 
2.2.2.3 Aceton/TCA-Fällung, verändert nach Görg et al. (Görg et al., 1997) 
Das ultraschallbehandelte Lysat wurde im Volumenverhältnis 2:1 mit TCA-Lösung vermischt 
und anschließend für 30 min bei -20 °C gefällt, gut geschüttelt und bei 4 °C für weitere 2 h 
gefällt. Der Überstand wurde anschließend für 30 min bei 16.000 x g und 4 °C abzentrifugiert, 
abgenommen und verworfen. Das Sediment wurde zweimal mit 1 ml -20 °C kaltem 80%igem 
Aceton/DTT gewaschen, indem das Pellet im Aceton/DTT durch Pipettieren homogenisiert 
und anschließend für 15 min bei 16.000 x g und 4 °C abzentrifugiert wurde. Das Aceton/DTT 
wurde abgenommen, das Sediment im Vakuum 20 min getrocknet, wieder in 
Rehydratisierungslösung aufgenommen, eine Stunde bei 20 °C und 500 rpm auf einem 
Thermomixer und über Nacht bei 4 °C inkubiert, um die Proteine möglichst quantitativ in 
Lösung zu bekommen. Unlösliche Bestandteile wurden durch 15-minütige Ultrazentrifugation 
bei 75.000 x g und 16 °C entfernt. 
2.2.3 Bradford-Proteingehaltsbestimmung (Bradford, 1979) 
Für den quantitativen Vergleich des Proteinfleckenmusters ist die Ermittlung der 
Proteinkonzentration der zu vergleichenden Proben notwendig, um sicherzustellen, daß 
gleiche Proteinmengen auf die Gele geladen werden. 
Die Ermittlung des Proteingehaltes erfolgte mit dem Bradfordtest (Bradford, 1979). Aus einer 
BSA-Lösung wurde eine Verdünnungsreihe mit Lösungen der Endkonzentrationen 1-6 µg 
 
Alexander Raßmann  Seite 22 
Material und Methoden 
 
BSA/ml hergestellt: dazu wurden je 100 µl A. bidest. auf die jeweiligen BSA-Mengen 
eingestellt und 900 µl Bradford-Arbeitslösung hinzupipettiert. Die Bestimmung der 
Proteinkonzentration einer Probe erfolgte durch Zugabe von 1 µl, 2 µl und 4 µl Probenlösung 
zu A. bidest., so dass auch hier Lösungen zu je 100 µl Volumen vorlagen, die mit 900 µl 
Bradford-Arbeitslösung zu 1 ml aufgefüllt wurden. Die Inkubationszeit betrug 20 min bei RT, 
danach wurde die Extinktion bei 595 nm bestimmt. Aus der Verdünnungsreihe wurde eine 
Eichkurve erstellt, aus der sich die Proteinkonzentrationen der vermessenen Proben errechnen 
bzw. ablesen ließen. Für jede unabhängige Messung wurde separat eine Eichkurve erstellt. 
2.2.4 Rehydratisierung und Beladung der IPG-Streifen 
Bei der sogenannten aktiven Rehydratisierung wird die Probe im Zuge der Rehydratisierung 
auf die Streifen geladen. 
Aus den Proteingehalten der Proben ließen sich definierte Proteinmengen berechnen, mit 
denen die IPG-Streifen beladen wurden. Zur Rehydratisierung der 24 cm langen Streifen 
wurde ein Volumen von 500 µl benötigt. Das heißt, die gewünschte Proteinmenge wurde mit 
Rehydratisierungslösung auf ein Gesamtvolumen von 500 µl verdünnt. Die Probenlösungen 
wurden in ein Rehydratisierungstray pipettiert, die Gele von der Schutzfolie befreit und, mit 
der Gelseite nach unten zur Probenlösung zeigend, blasenfrei auf diese aufgelegt. Um 
Verdunstungserscheinungen zu minimieren wurden die Gele mit Silikonöl überschichtet. Die 
getrockneten und bei -20 °C gelagerten IPG-Streifen wurden mindestens über Nacht, in der 
Regel aber für 24 h, rehydratisiert. 
2.2.5 Isoelektrische Fokussierung 
Die isoelektrische Fokussierung der Proteine erfolgte mit dem Multiphor™ II-System. Dieses 
besteht aus einer Kühlplatte, einer darauf liegenden Fokussierkammer, welche die Elektroden 
trägt und einer darin liegenden Schablone, deren Vertiefungen der korrekten Ausrichtung der 
IPG-Streifen dienen. 
Um eine optimale Wärmeableitung zu gewährleisten, wurden zwischen Fokussierkammer und 
Kühlplatte sowie zwischen Schablone und Fokussierkammer einige ml Silikonöl verteilt und 
die Fokussierkammer bzw. die Schablone möglichst luftblasenfrei aufgelegt. In die 
Vertiefungen der Schablone wurden die IPG-Streifen mittig, mit dem sauren Ende zur Anode 
zeigend, angeordnet und gegeneinander ausgerichtet. Auf die Enden der IPG-Streifen wurden 
restfeuchte Elektrodenpapierstreifen quer aufgelegt, so dass sie die äußeren IPG-Streifen ein 
kurzes Stück überragten. Auf die Filterpapierstreifen wurden dann die Elektrodenbrücken 
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mittig aufgebracht. Um zu verhindern, daß die Elektroden- und Gelstreifen austrockneten und 
um die Streifen vor CO2-Einflüssen zu schützen, wurde die gesamte Anordnung in der 
Fokussierkammer großzügig mit Silikonöl überschichtet. Die Fokussierung erfolgte bei 20 °C 
nach einem mehrstufigen Programm. 
 
Tabelle 2 Parameter für die isoelektrische Fokussierung (1. Dimension): 
IPG pH 4-7 IPG pH 3-10 IPG pH 3-10NL 





































Gesamt: 71,9 kVh in 25 h  Gesamt: 64,9 kVh in 24,5 h Gesamt: 64,9 kVh in 24,5 h  
 
2.2.6 Äquilibrierung der IPG-Streifen 
Um die Proteine erfolgreich aus dem IPG-Gelstreifen in das SDS-Gel der zweiten Dimension 
zu transferieren, ist eine Umpufferung, Äquilibrierung genannt, notwendig. Die Proteine 
müssen mit SDS beladen werden. Die Eigenladungen der Proteine werden effektiv überdeckt, 
es entstehen anionische Mizellen mit einer konstanten Nettoladung pro Masseneinheit. Die 
gestreckten, mit SDS beladenen Polypeptidketten bilden Ellipsoide und es ergibt sich eine 
lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus der jeweiligen Molekulargewichte und den 
relativen Wanderungsstrecken dieser SDS-Polypeptid-Mizellen (Westermeier, 1990). 
Die Äquilibrierung verlief in zwei Schritten: im ersten Schritt wurden die Gelstreifen für 
15 min in der Äquilibrierungslösung I inkubiert. Durch die Zugabe von DTT erfolgt eine 
nochmalige Reduzierung der Proteine. Im zweiten Schritt wurden die Gelstreifen für 15 min 
in der Äquilibrierungslösung II inkubiert. Die SH-Gruppen werden durch das Iodacetamid 
alkyliert und damit geschützt. Gleichzeitig wird das DTT, welches für vertikales 
„pointstreaking“ im silbergefärbten Gel verantwortlich gemacht wird (Görg et al., 1987), 
wieder entfernt.  
2.2.7 SDS-PAGE (als zweite Dimension der 2D-Gelelektrophorese) 
2.2.7.1 Herstellung der Gele 
Die für die vertikale SDS-PAGE benötigten Gele wurden unter Benutzung des zum Ettan 
DALTtwelfe™ -Systems gehörenden Gelgießstandes im Labor hergestellt. Die mit 
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Abstandshaltern von 1 mm Stärke und einem Silikonscharnier versehenen Gelkassetten aus 
Glas wurden vor der Benutzung mit 70%igem Ethanol und einem fusselfreien Tuch poliert 
und in der benötigten Anzahl in den Gelgießstand eingesetzt, welcher anschließend mit 
Kunststoff-Attrappen in den Abmessungen der Gelkassetten aufgefüllt wurde. 
Die Acrylamidlösung wurde frisch hergestellt. Vor der Zugabe von TEMED und APS wurde 
die Lösung in eine Saugflasche überführt und für ca.  20 min in 3–4 Zyklen entgast. Nach der 
Zugabe von TEMED und APS und kurzem vorsichtigem Vermischen wurde die Lösung in 
den Gelgießstand eingebracht, unterschichtet mit Glycerol-Lösung und überschichtet mit 2 ml 
wassergesättigtem Butanol je Gelkassette. Die Polymerisationszeit betrug bei 
Raumtemperatur mindestens 4 h. 
2.2.7.2 Aufsetzen der IPG-Streifen auf die SDS-Polyacrylamidgele 
Nach der Polymerisation wurden die Gelkassetten gründlich unter fließendem A. dest. 
gewaschen, um das Butanol sowie eventuell verbliebene Acrylamid-Monomere und TEMED-
Reste zu entfernen. Die äquilibrierten IPG-Streifen wurden, mit der Gelseite zum Betrachter 
zeigend und mit dem sauren Ende nach links orientiert, vorsichtig zwischen die Glasplatten 
der Gelkassetten geschoben und auf die Geloberfläche aufgesetzt. Die Lösung eines Protein-
Größenstandards wurde auf 4 x 4 mm messende Filterpapierecken getropft. Sobald die Ecken 
die Lösung aufgesaugt hatten, wurden diese neben den sauren Enden der IPG-Streifen 
platziert. Die IPG-Streifen und Filterpapiere wurden blasenfrei mit 0,5%iger Agarose 
überschichtet und die Gelkassetten dabei randvoll befüllt. 
2.2.7.3 Laufbedingungen der SDS-PAGE 
Nach dem Gelieren der Agarose wurden die Gelkassetten in die Elektrophoresekammer, deren 
untere Kammer bereits mit 1 x Laufpuffer befüllt war, eingesetzt, die gegen die untere 
Kammer abgedichtete obere Kammer mit 2 x Laufpuffer befüllt und der Trennvorgang durch 
Anlegen einer Spannung gestartet. Die Trennung der Proteine erfolgte bei 20 °C zu den in 
Tabelle 3 angegebenen  Bedingungen. 
 
Tabelle 3 Laufbedingungen 2. Dimension (SDS-PAGE, 20 °C): 
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2.2.8 Färben der Polyacrylamidgele 
Die Gele wurden aus den Gelkassetten entnommen und wie unten beschrieben 
weiterbehandelt. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden die Gele nur mit Handschuhen 
berührt. 
2.2.8.1 Coomassie-Blue-Färbung 
Die Gele wurden zunächst für 60 min in der Färbelösung geschwenkt. Nach dem 
Färbevorgang wurde wieder entfärbt, bis die Proteinflecken sichtbar waren. Der Entfärber 
wurde dabei unter Umständen mehrfach gewechselt.  
2.2.8.2 Kolloidale Coomassie-Blue-Färbung 
Zunächst wurden die Gele für 60 min bei RT in Fixierlösung geschwenkt, anschließend in 
frisch angesetzte Färbelösung überführt und darin über Nacht bei RT geschwenkt. Um 
Farbstoffreste zu entfernen, wurden die Gele am nächsten Morgen mit A. dest. bis zur 
gewünschten Hintergrundentfärbung gewaschen. Die Aufbewahrung erfolgte bis zur weiteren 
Verwendung in der Lagerlösung. 
2.2.8.3 Reversible Silberfärbung nach Mann (Shevchenko et al., 1996) 
Die Silberfärbung für Proteine in Polyacrylamidgelen nach Mann ist eine sensitive und 
reversible Färbemethode. Die Proteine können mit Natriumthiosulfat wieder entfärbt werden.  
Nach Abdunklung des Labors und der Färbeschalen wurden die Gele für 60 min in den 
Fixierer gegeben und bei RT geschwenkt. Die Lösung wurde abgesaugt und die Gele 
anschießend für 2 x 20 min mit der Waschlösung und nochmals für 20 min mit A. dest. 
gewaschen, wobei die Lösungen durch Absaugen gewechselt wurden. Nun wurden die Gele 
für genau 1 min in der Natriumthiosulfat-Lösung inkubiert und daraufhin 2 x 20 sec mit 
A. dest. gewaschen. Nachfolgend wurde 4 °C kalte Färbelösung zugegeben und die Gele für 
20 min in der Dunkelheit gefärbt, anschließend genau 20 sec mit A. dest. gewaschen und 
danach im Dunkeln mit Entwicklerlösung benetzt. Bei Schlierenbildung wurde die Lösung 
sofort entfernt und neu zugegeben. Die Gele wurden 1-5 min entwickelt (nach visuellem 
Eindruck), kurz in A. dest. gewaschen, 15 min in der Stopplösung inkubiert und abschließend 
2 x 10 min mit A. dest. gewaschen. 
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2.2.9 Auswertung der Gele und Identifizierung einzelner Proteine 
2.2.9.1 Bildverarbeitung mit der Proteinanalyse-Software Proteomweaver 
Um die Proteinflecken-Muster verschiedener Proben vergleichen zu können, wurden von den 
fertig entwickelten 2D-Gelen digitale Bilder erzeugt. Dies geschah durch Scannen der Gele 
mit einem Densitometer im Transmissionsmodus bei einer Auflösung von 63,5 µm 
(entsprechend 400 dpi). Die erzeugten Bilder wurden mit Proteomweaver 2.1, einer 
Proteinanalyse-Software, ausgewertet. 
Nach einer initialen Fleckenerkennung, deren Parameter einstellbar sind, und einem Matching 
genanntem Vorgang, bei dem die in den zu vergleichenden Bildern detektierten 
Fleckenmuster aufeinander abgestimmt werden, erfolgt der eigentliche Mustervergleich. Im 
Prinzip wird dabei das Proteinflecken-Muster der Probe I, bestehend aus x angefärbten 
Proteinflecken, mit dem Proteinflecken-Muster der Probe II, bestehend aus y angefärbten 
Proteinflecken, verglichen. Dabei werden Flecken mit unterschiedlichen Intensitäten und 
Flecken, die in einem der zu vergleichenden Muster fehlen, herausgefiltert. 
 
Abbildung 5   Ausschnitt eines Gelbildes in der 3D-Ansicht 
Die Berge im Bild stellen die enzelnen Proteinflecken dar, wobei Höhe und Umfang der Berge mit der 
Farbdichte und Größe der Flecken korrelieren. 
 
Das Programm rechnet dazu die Bilddaten in ein dreidimensionales Gebilde um: Die 
ProteinFlecks bilden, entsprechend ihrer Größe und Farbsättigung im 2D-Bild, die Berge in 
einer Ebene aus Hintergrundfärbung (Abbildung 5). Diese „Landschaftsarchitektur“ liefert 
dem Programm die Eckdaten, die es braucht, um die zu vergleichenden Gelbilder zu 
„matchen“, d.h. virtuell übereinanderzulegen. Das Programm ist in der Lage, 
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Positionsunterschiede einzelner Flecken innerhalb einstellbarer Grenzen zu erkennen. Durch 
die Berechnung von Vektoren werden die zu vergleichenden 2D-Muster dann aufeinander 
en folgende Einstellungen zur Proteinfleckendetektion gewählt: 
als Mindest-Ø = 8 (2...10), als Mindestintensität = 5.000 (0...5.000) und  als 
tsprechenden Gel 
hen 
Bedingungen für weitere 30 min inkubiert, wobei die Entfärbung möglichst vollständig 
erfolgen sollte. Der Puffer wurde entfernt, durch 400 µl Puffer B ersetzt und die Spots wurden 
für zweimal 10 min auf dem Thermomixer bei RT und 750 rpm inkubiert. Puffer B wurde 
abgestimmt. 
Erst im nächsten Schritt werden Proteinflecken untereinander in ihrer Intensität verglichen. 
Die Empfindlichkeit dieses Detektionsschrittes war durch drei Parameter beeinflußbar: den 
Mindestdurchmesser, den ein Fleck aufweisen muß, um erfaßt zu werden, seine aufsummierte 
Mindestintensität gegenüber dem Hintergrund und seinen Mindestkontrast gegen den 
Hintergrund. Um alle erkennbaren Flecken zu erfassen, gleichzeitig nach Möglichkeit kleine 
Farbpartikel sowie Hintergrundrauschen von der Detektion auszuschließen, wurden für die 
vorliegenden Untersuchung
Mindestkontrast = 20 (2...50). 
Anschließend wurden die Fleckenmuster paarweise gematcht, in Experimenten mit mehr als 
zwei Gruppen zudem jedes Fleckenmuster mit jedem. Sowohl Proteinflecken, die in einem 
der zu vergleichenden Gelbilder fehlten, als auch Proteinflecken mit signifikanter (mehr als 
dreifacher) Abweichung in der Intensität wurden von der Analyse-Software herausgefiltert 
und in ein Analyse-Set überführt. Dieses wurde am Bildschirm manuell editiert. Flecken, die 
nach dieser Sichtprüfung noch interessant erschienen, wurden aus dem en
ausgeschnitten, entweder manuell mit dem Skalpell oder mit dem GelPal-
Proteinspotexcisionsgerät. 
2.2.9.2 Trypsin-Verdau ausgeschnittener Proteinflecken 
Trypsin, als Trypsinogen im Pankreas gebildet und aktiv im Dünndarm, ist eine Serin-
Protease, die Proteine schneidet, indem sie Peptidbindungen C-terminal nach Lysin und 
Arginin hydrolytisch spaltet. Ein Protein wird also in eine charakteristische Zahl Peptide mit 
unterschiedlichen Massen geschnitten. Soweit dessen Sequenz vorher schon bekannt und in 
einer Proteindatenbank erfasst war, läßt sich ein Protein durch das sich ergebende 
Peptidmassenmuster anschließend mit relativer Genauigkeit identifizieren. 
Die ausgeschnittenen Proteinflecken wurden in 0,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt 
und auf dem Thermomixer 1 h mit 400 µl Puffer A bei RT und 750 rpm entfärbt. Die Lösung 
wurde entfernt, durch frischen Puffer A ersetzt, und die Gelstückchen wurden bei gleic
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ersetzt durch 400 µl Puffer C und in diesem wurden die Gelstückchen 1 h auf dem 
einer AG des Instituts für Humangenetik der 
bestehend aus 6 Peptiden, notwendig. Die Kalibrierung erfolgte durch Abgleich der 
gemessenen Werte mit den exakt bekannten Massezahlen der Peptide des Standards. Die 
Thermomixer bei RT und 750 rpm inkubiert. Die Lösung wurde vollständig abgenommen und 
durch 50 µl Puffer D ersetzt (Inkubationsdauer 15 min, auf dem Thermomixer bei RT und 
750 rpm). Die Lösung wurde entfernt, die Gelstückchen sollten dehydratisiert weiß 
erscheinen. Anschließend wurden die Gelstückchen bis zur völligen Trocknung (ca. 20 min) 
im Vakuum abrotiert. Aus der 10x Trypsinlösung wurde die Arbeitslösung frisch hergestellt 
und von dieser 10 µl pro Gelstück zugegeben. Die Inkubation erfolgte für 16 h bei 37 °C. 
2.2.9.3 Peptidmassenanalyse mittels SELDI-Technologie 
SELDI (surface enhanced laser desorption ionisation) ist eine MALDI-TOF-basierte 
Proteinchip-Array-Technologie. Proteinchips mit verschiedenen chromatographischen 
Oberflächen (Anionen-, Kationenaustauscher, hydrophobe Oberflächen, usw.) stehen zur 
Auswahl und können z.B. mit Zellysaten, Proben von Körperflüssigkeiten u.a. beladen 
werden. Durch nachfolgendes Waschen bleiben nur Proteine gebunden, die in hohem Maße 
mit der Chipoberfläche wechselwirken. Diese werden dann im Massenspektrometer 
analysiert. Typischerweise handelt es sich dabei um ein MALDI-MS (matrix-assisted laser 
desorption/ionisation mass spectrometry) mit angegliedertem Flugzeitanalysator (TOF – time 
of flight). Die Massenspektren verschiedener Proben werden anschließend verglichen. 
Unterschiede markieren krankheitsspezifische Proteine. Mit der Kenntnis solcher Marker läßt 
sich die SELDI-Technologie beispielsweise zur klinischen Diagnose von Patientenproben 
einsetzen (protein profiling). Für die vorliegende Arbeit wurde SELDI zur 
Peptidmassenanalyse ausgewählter Proteine benutzt. Dies geschah in Kooperation mit Dr. Ch. 
Melle von der Core Unit Chip Applications, 
Friedrich-Schiller-Universität Jena. Es kamen H4- und H50-Chips mit hydrophober 
Oberfläche zum Einsatz. Die H50-Chips wurden direkt vor Gebrauch durch 2 x 5-minütige 
Inkubation mit 5 µl 50%igem ACN/Spot aktiviert. Anschließend wurde zweimal 1 µl 
Peptidlösung/Spot aufgetragen und diese nach Eintrocknung mit zweimal 0,5 µl 20%iger 
CHCA-Matrix überdeckt. 
In jedem Experiment wurde eine Leerprobe, d.h. ein gleichbehandeltes  proteinfreies 
Gelstückchen mitgeführt, um Hintergrund- und Trypsin-Autolysis-Signale identifizieren zu 
können. 
Zur internen Kalibrierung jedes einzelnen Chips war das Mitführen eines Massenstandards, 
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errechneten Massendifferenzen wurden auf alle mit dem Chip aufgenommenen 
t und die dort gelisteten Sequenzen „virtuell 
verdaut“ werden. In die Suchmaske eingegebene Peptidmassen werden mit den virtuell 
sten Übereinstimmung zum 
n, wurden zusätzliche, aus dem 2D-Muster ablesbare Daten wie 
er Verwendung der reversen Transkriptase 
des Molony Murine Leukemia Virus (M-MLV). Da nur die Umschreibung aller mRNA-
Moleküle gewünscht war, wurde unter Ausnutzung der 3’-terminalen Poly-A-Sequenz, die 
alle zellulären mRNA-Spezies und auch das Coxsackievirus-RNA-Molekül besitzen, ein 
unspezifischer Oligo-d(T)-Primer verwendet. Es wurden 5 µg RNA – das Volumen ergab sich 
aus photometrischer RNA-Konzentrationsmessung bei 260 nm – auf 10 µl mit DEPC-H2O 
aufgefüllt und 1 µl oligo-d(T)-Primer (0,5 µg/µl) zugegeben. Zur Denaturierung wurde 
zunächst 10 min bei 70 °C inkubiert.  
Massenspektren übertragen und die Spektren entsprechend angepasst. 
Die in dieser Arbeit relevanten Massenanalysen der Proteine, die durch 
Peptidmassenfingerprint und Peptidsequenzierung mittels MS/MS gekennzeichnet waren, 
wurden am Max-Planck-Intitut für Biochemie Martinsried in der Abteilung Proteinanalytik 
von Frau Monica Zobawa durchgeführt. 
2.2.9.4 Identifizierung der Proteine mit der Online-Anwendung ProFound 
Mit ProFound (http://129.85.19.192/profound_bin/WebProfound.exe) können verschiedene 
Proteindatenbanken (SwissProt, NCBI) durchsuch
erzeugten Fragmentmustern verglichen. Die Proteine mit der höch
eingegebenen Massenspektrum werden anschließend angezeigt. 
Die massenspektrometrisch ermittelten Peptidmassen wurden in die Suchmaske eingegeben. 
Um die Suche einzuenge
ungefährer pI, ungefähres Molekulargewicht und Modifikationsstatus des zugehörigen 
Proteins, hinzugefügt und die Suche gestartet. 
2.2.10 Reverse Transkription der Gesamt-mRNA (RT-PCR) 
Die Gewinnung der Gesamt-RNA aus dichtgewachsenem infiziertem bzw. nichtinfiziertem 
Zellrasen erfolgte mittels des kommerziell erhältlichen RNeasy-Mini-Kits von QIAGEN nach 
Angaben des Herstellers. 
Die Generierung von cDNA aus RNA erfolgte unt
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Nach 3 min auf Eis wurden folgende Lösungen hinzugegeben: 
4 µl 5x RT-Puffer 
2 µl dNTP-Mix (10 mM) 
2 µl DTT (1 M) 
1 µl SUPERSCRIPT™ II-RT/M-MLV RT 
Die anschließende reverse Transkription erfolgte im Thermocycler mit folgenden 
Einstellungen: 
Primerannealing 10 min 25 °C  1 Zyklus 
Polymerisation 50 min 42 °C   
Denaturierung 5 min 90 °C   
Kühlung 4 °C   
 
Diese Arbeiten wurden im Institut für Virologie und Antivirale Therapie der Friedrich-
Schiller-Universität durchgeführt. 
2.2.11 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) mittels Rapid-PCR 
Zur Amplifikation der gewünschten cDNA-Moleküle (RT-Produkte) wurde die Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR) benutzt. Die Arbeiten wurden im 15 µl-Maßstab durchgeführt. 
Folgender Ansatz wurde pipettiert: 
 
1,25 µl RT-Produkt (cDNA-Mischung, ca. 0,3 µg) 
1,5 µl PCR 10x-Puffer (inkl. 15 mM MgCl2) 
1,5 µl dNTP-Mix (0,2 mM) 
0,3 µl 3'-Primer (2,5 µM) 
0,3 µl 5'-Primer (2,5 µM) 
3 µl Q-Solution 
1 µl MgCl2 (Endkonzentration gesamt 4 mM) 
6 µl A. bidest. 
0,25 µl Taq-Polymerase (1,25 U) 
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Als universales Programm wurde verwendet: 
 

















 1 Zyklus  
 
2.2.12 DNA-Agarosegel-Elektrophorese 
Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in 1%igen Agarosegelen mit 
1x TAE-Elektrophoresepuffer (für DNA) oder mit RNA-Gel-Puffer (für RNA) bei 100 V. 
Den Agarosegelen wurde Ethidiumbromid (SL 10 mg/ml) in einer Endkonzentration von 
0,3 µg/ml zugegeben. Es wurden 5–10 µl Probe pro Geltasche eingesetzt. Vor dem Auftragen 
auf das Agarosegel wurde die Probe im Verhältnis 1:5 mit Gelladepuffer gemischt. 
2.2.13 Western Blot im Semi dry-Verfahren 
Für den spezifischen Nachweis eines Proteins wurden die Proteine aus dem PAA-Gel auf eine 
PVDF-Membran transferiert. Die Membran, das PAA-Gel und die Filterpapiere wurden in 
Towbin-Blotpuffer (Towbin et al., 1979) eingeweicht und dann in der Blot-Apparatur zu 
einem Sandwich geschichtet, so daß das Proteingel zur Anode und die Nitrocellulose zur 
Kathode zeigte. Durch Anlegen eines Stromes von 1 mA je cm2 Gelfläche wurden die 
Proteine für eine Stunde auf die Membran transferiert. Um die Proteine direkt nach dem 
Transfer auf der Membran sichtbar zu machen, wurde die Membran für 5 min mit Ponceau S-
Lösung inkubiert und anschließend mit A. bidest. der überschüssige Farbstoff abgewaschen. 
Durch Zugabe der Blockierlösung und Inkubation für eine Stunde auf dem Kipptisch wurden 
die noch nicht mit Protein abgesättigten Bereiche auf der Membran blockiert und die 
Ponceau S-Färbung wieder entfernt. 
Nach zweimaligem Waschen der Membran mit TBS-T wurde der primäre Antikörper, mit 
dem ein betreffendes Protein nachgewiesen werden sollte, 1:1.000 in Blockierlösung verdünnt 
und für eine Stunde auf die Membran gegeben. Anschließend wurde die Membran dreimal für 
je 5min mit TBS-T gewaschen und danach der mit Alkalischer Phosphatase gekoppelte 
Spezies-spezifische Zweitantikörper zugefügt. Nach einer erneuten Inkubation für eine Stunde 
auf dem Kipptisch wurde wieder 3-5 mal für 10 min mit TBS-T gewaschen. Zur Detektion 
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der Proteine wurde die Membran in AP-Färbelösung inkubiert, bis Banden sichtbar wurden 
und die Färbelösung dann mit A. bidest. abgespült. 
 





3.1 Etablierung der zweidimensionalen Gelelektrophorese 
 
Die Ergebnisse und die Reproduzierbarkeit der 2D-Gelelektrophorese sind sehr stark von den 
Bedingungen abhängig, unter denen sie durchgeführt wird. Dies bedeutet, dass das Verfahren 
an den jeweiligen Einsatzzweck unbedingt angepasst werden muss. Als Grundlage für die 
angepasste Operationsprozedur dienten die Herstellerhinweise, Veröffentlichungen und nicht 
zuletzt die Erfahrung und Hinweise der Abteilung Proteinanalytik des Max-Planck-Institutes 
für Biochemie Martinsried. 
Zur Aufarbeitung und Vorreinigung der Proben kamen zwei geeignete Methoden in Frage. 
Diese wurden getestet und miteinander verglichen. Nachfolgend werden diese zwei Methoden  
und deren Ergebnisse aufgezeigt. 
3.1.1 Optimierung der Aufarbeitungsprozesse 
 
Um den Zustand der Zellen möglichst schnell und ohne Verluste „einzufrieren“, kam eine 
Ablösung der Zellen vom Kulturflaschenboden durch Trypsinierung nicht in Frage. Diese 
würde zu viel Zeit in Anspruch nehmen und daraus resultierend wären Veränderungen am 
Proteom möglich. Zusätzlich würde der tryptische Verdau aktiv Veränderungen am Proteom 
verursachen. Folglich wurden die Zellen nach einem Waschvorgang direkt in der 
Kulturflasche im Solubilisierungspuffer lysiert und aufgenommen. Eine zusäzliche 
Inaktivierung der Proteinasen durch Inhibitoren war bei rascher Aufarbeitung nicht 
notwendig, da der Solubilisierungspuffer stark genug denaturierend und somit inaktivierend 
ist. 
Durch den recht hohen verbleibenden Salzanteil des Kulturmediums, welcher durch den 
Waschvorgang nicht ausreichend entfernt werden konnte, und weiterhin durch noch 
verbliebene Membran- und DNA-Bestandteile war eine direkte isoelektrische Fokussierung 
im Anschluss nicht möglich. Für die erforderliche Reinigung wurden zwei unterschiedliche 
Verfahren getestet: einerseits die Entsalzung durch Ultrafiltration mit anschließender 
Ultrazentrifugation, andererseits durch eine TCA/Aceton-Fällung der Proteine. Die 
TCA/Aceton-Fällung hat zusätzlich den Vorteil der zuverlässigen Inaktivierung von 
Proteinasen (Görg et al., 2000), was eine längere Lagerung der Proben ermöglichte. 
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3.1.1.1 Vergleich von Ultrafiltration und TCA/Aceton-Fällung 
 
Die Abbildung 6 zeigt Coomassie-gefärbte Gele, die mit je 500 µg TCA/Aceton-gefälltem 
beziehungsweise ultrafiltriertem Gesamtprotein aus lysierten HepG2-Zellen beladen wurden. 
pH 4                                                                         pH 7 pH 4                                                                         pH 7
 
Abbildung 6   Vergleich des Proteinmusters nach TCA/Aceton-Fällung und Ultrafiltration 
Linkes Bild: TCA/Aceton-Fällung und anschließender Beladung von 500 µg Protein 
Rechtes Bild: Ultrafiltration mit Ausschlussgrenze 10 kDa und anschließender Beladung von 500 µg 
Protein 
Die Extrakte wurden im pH-Bereich von 4-7 fokussiert und nach der Molekulargewichtstrennung mit 
kolloidaler Coomassielösung gefärbt. 
 
Deutlich ist zu erkennen, dass eine wesentlich höhere quantitative Ausbeute an Proteinen 
nach der TCA/Aceton-Fällung als nach der Ultrafiltration erreicht wurde. Weiterhin war die 
Auflösung, welche durch die Anzahl der noch darstellbaren Proteinflecken beschrieben wird, 
bei der TCA/Aceton-Fällung um durchschnittlich etwa 20 Prozent höher (Abbildung 7).  
Einzelne Proteinflecken konnten bei paralleler Aufarbeitung der gleichen Probe im Vergleich 
zur Ultrafiltration nur durch die TCA/Aceton-Fällung dargestellt werden. Ebenso waren die 
äußeren, vor allem aber die basischen pI-Bereiche bei der TCA/Aceton-Fällung wesentlich 
besser aufgelöst und wiesen eine weniger starke Streifenbildung auf (Abbildung 6). Daraus 
resultierend wurden die Proben für die proteomanalytischen Arbeiten mittels der 
TCA/Aceton-Fällung aufgearbeitet. 
Die Streifenbildung im hochmolekularen Bereich konnte später durch die Ersetzung von DTT 
durch das Reagenz DeStreak™ in der Rehydratisierungslösung erheblich reduziert werden. Zu 
dem Zeitpunkt dieser Studien stand dieses Reagenz der Firma Amersham Biotech noch nicht 
zur Verfügung. Das erarbeitete Protokoll für die isoelektrische Fokussierung wurde dann auch 
entsprechend umgestellt. 
 






















Abbildung 7   Quantitativer Vergleich von TCA/Aceton-Fällung und Ultrafiltration 
Links: Anzahl der durch den Proteomweaver darstellbaren Proteinflecken in vier verschiedenen 
Experimenten 
Rechts: Gegenüberstellung eines Gelauschnitts, bei dem besonders gut die quantitativen Unterschiede 
wischen TCA/Aceton-Fällung und Ultrafiltration zu erkennen sind z
 
3.1.1.2 Rehydratisierung der IPG-Streifen 
Aufgrund der deutlich einfacheren Handhabbarkeit wurde in den vorliegenden 
Untersuchungen die sogenannte aktive Rehydratisierung (in-gel-rehydration; Railloud et al., 
1994) verwendet. Wichtig hierbei war die Beachtung der maximalen Quellfähigkeit der IPG-
Streifen. Die verwendeten 24-cm-Streifen nehmen ca. 500 µl Lösung pro Streifen auf. Dieses 
Volumen sollte auch nicht überschritten werden, da vor allem große Proteine eher in 
Flüssigkeitsresten zurückbleiben, als in die Gelmatrix zu diffundieren (Görg et al., 2000). 
Die aktive Rehydratisierung sollte bei Raumtemperatur und mindestens über Nacht erfolgen, 
besser noch für 20-24 Stunden. Selbst nach 16 Stunden konnte noch die Aufnahme von 
Flüssigkeitsresten beobachtet werden. 
Um eine Vergleichbarkeit der Proben zu gewährleisten, sollten auf jeden Fall gleiche Mengen 
an Protein rehydratisiert werden. Dafür geeignet ist eine vorangehende Proteingehalts-
bestimmung nach Bradford. 
3.1.1.3 Bedingungen der isoelektrischen Fokussierung 
Je schmaler der pH-Gradient, desto länger ist die Fokussierdauer. IPG-Gele mit extrem engem 
pH-Gradient (sogenannte narow intervall IPGs) wurden in der vorliegenden Arbeit nicht 
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getestet. Bei den verwendeten IPG-Streifen wichen die Fokussierzeiten dennoch voneinander 
ab. Für die 24 cm langen Streifen mit einem pH-Bereich von 3-10 beziehungsweise der 
nichtlinearen Variante 3-10 NL waren ca. 65 kVh ausreichend. Für die Streifen mit dem pH-
Bereich von 4-7 waren ca. 72 kVh besser geeignet. Die Ursache dafür liegt darin, dass die 
Proteine im flachen Gradient weite Strecken mit niedriger Eigenladung zurücklegen müssen. 
Da sich die Streifen durch die angelegten hohen Spannungen stark erwärmen, ist eine 
effektive Wärmeableitung unumgänglich. Als Kontaktflüssigkeit wurde zwischen Kühlblock 
und Fokussierkammer Kerosin und zwischen Fokussierkammer und Trägerfolie Silikonöl 
eingesetzt. Wurde die Trägerfolie in einzelnen Fällen nicht vollständig luftblasenfrei 
aufgelegt, konnte als Folge der lokalen Überhitzung mehrfach Präzipitatbildung beobachtet 
werden. Darum sollten auch die Streifen möglichst luftblasenfrei in das Silikonöl gebettet 
werden, welches als Überschichtung gegen Austrocknung schützen soll. 
3.1.1.4 SDS-PAGE-Bedingungen 
Für eine gleichbleibende Qualität der Gele sind neben der Güte der für die Polymerisation 
verwendeten Chemikalien und deren genaue Einwaage auch die Bedingungen während der 
Polymerisation entscheidend. 
Zu niedrige Temperaturen und zu kurze Polymerisationszeiten hatten nachteiligen Einfluss 
auf die Qualität der Gele. In der recht schnell aufgebauten Gelmatrix findet eine langsame 
Nachpolymerisation statt (Westermeier, 1990). Deshalb sollten die SDS-PAA-Gele der 
zweiten Dimension immer einen Tag von der Verwendung hergestellt werden und bei 
Raumtemperatur auspolymerisieren. 
Für die Reproduzierbarkeit sehr wichtig sind die Bedingungen während der Elektrophorese. 
Hohe Spannungen verkürzen zwar die Laufdauer, bewirken aber ein in die Länge gezogenes 
Fleckenmuster. Die einzelnen Proteinflecken waren nicht klar rund, sondern zogen Spuren 
nach. Darunter leidet letzendlich auch die Proteinkonzentration im Fleck selbst und weiterhin 
auch die nachfolgende Massenanalyse. Der Elektrophoreselauf über Nacht bei 100 V stellte 
einen guten Kompromiss zwischen Fleckqualität und möglichen Diffusionsverlusten aufgrund 
der verlängerten Trennungszeit dar. Außerdem hatte dies den Vorteil, dass bei 
unterschiedlicher Beladung der Laufkammer mit Gelen keine Anpassung des Laufprogramms 
notwendig war. 
Bei der anfänglich gewählten Lauftemperatur von 12 °C waren teilweise laufbedingte 
Unterschiede im 2D-Muster festzustellen. Die Kühlung der Kammer schaffte es nicht, in allen 
Bereichen der Kammer die Temperatur über die gesamte Zeit konstant zu halten. 
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Deshalb erfolge die Trennung bei 20 °C, was auch Görg und Mitarbeiter empfehlen (Görg et 
al., 2000). 
3.1.1.5 Vergleich verschiedener Färbemethoden 
In der vorliegenden Arbeit wurden Coomassiefärbungen und Silberfärbungen als 
Visualisierungstechniken für die Proteingele benutzt. Dabei handelte es sich genauer um die 
kolloidale Coomassiefärbung, da die Sensitivität gegenüber der herkömmlichen 
Coomassiefärbung um das 5- bis 6-fache höher ist. Bei der Silberfärbung handelte es sich um 
die reversible Form nach Mann (Shevchenko et al., 1996) 
Die Coomassiefärbung erreichte im visuellen Bereich nicht ganz die Sensitivität der 
Silberfärbung. Allerdings wies die Silberfärbung eine schnell erreichte Farbsättigung auf. Die 
Coomassiefärbung dagegen konnte einen weit höher dynamischen Färbungsbereich bieten, 
welcher vor allem bei der Quantifizierung der Proteinflecken von Vorteil war. 
Es zeigte sich, dass die Färbemethode einen entscheidenden Einfluß auf die Struktur und 
damit auf die Reproduzierbarkeit des 2D-Musters hatte. Jedes Protein besitzt eine bestimmte  
differentielle Affinität zum jeweiligen Farbstoff und innerhalb eines Farbstoffes treten 
wiederum differentielle Affinitäten zu den verschiedenen Proteinen auf (Westermeier, 1990). 
HepG2-Gesamtzelllysat 500 µg Protein/Gel,  
kolloidale Coomassiefärbung, Ausschnitt 
HepG2-Gesamtzelllysat 500 µg Protein/Gel, 
Silberfärbung, Ausschnitt 
 
Abbildung 8   Vergleich von kolloidaler Coomassiefärbung und Silberfärbung 
Deutlich sind unterschiedliche Färbungsintensitäten der Proteinflecken zwischen Färbemethoden zu 
erkennen. Gleichzeitig sind auch Flecken zu finden, die nur in einer der beiden Techniken angefärbt 
wurden. 
 
Einige Proteine, die nach kolloidaler Coomassiefärbung deutliche Flecken ergaben, waren im 
parallel silbergefärbten Gel kaum zu detektieren (Abbildung 8). Umgekehrt waren einige 
silbergefärbte Flecken im coomassiegefärbten Gel kaum oder nicht aufzufinden. Dafür 
verantwortlich sind die bereits angesprochenen unterschiedlichen Affinitäten der Proteine 
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zum Farbstoff. Daraus resultierend sind Gele mit unterschiedlicher Färbung nicht 
vergleichbar. 
Die Coomassiefärbung hat einfach durchzuführende, vergleichsweise wenig Arbeitschritte 
und ist gering fehleranfällig. Störende Hintergrundfärbung ist ebenfalls kaum vorhanden. Die 
Silberfärbung hingegen hat relativ viele Arbeitsschritte, bei denen recht genau auf 
Inkubationszeiten geachtet werden muss. Das eigentliche Entwickeln der Proteinflecken ist 
allein vom Ermessen der durchführenden Person abhängig, da die Entwicklungszeiten 
mitunter beträchtlich schwanken. Für die Reproduzierbarkeit sind diese Faktoren eher nur von 
Nachteil. Hinzu kommt, dass störende Hintergrundfärbung bei silbergefärbten Gelen recht 
stark ausgeprägt ist.  
Aufgrund der deutlich einfacheren Handhabung und der daraus resultierenden besseren 
Reproduzierbarkeit wurde für die vorliegende Arbeit die kolloidale Coomassiefärbung als 
Visualisierungsmethode für die Proteine gewählt. 
3.1.2 Systembedingte Variabilität des Fleckenmusters einer Probe 
Um Unterschiede im 2D-Muster verschiedener Proben zu bewerten, ist es notwendig, den 
Fehler des Experiments zu kennen. Bei der 2D-Elektrophorese äußert sich dieser Fehler in 
nichtrealen signifikanten Intensitätsunterschieden einzelner Proteinflecken. Diese Artefakte 
können auf zwei Ebenen entstehen: zum einen bei der Probenaufarbeitung, -applikation und -
trennung und zum anderen bei der späteren computergestützten Auswertung des 2D-Musters. 
Solche Artefakte sind unvermeidlich und der Grund, warum die Ergebnisse einer 2D-
Elektrophorese durch mehrfache Wiederholungen abgesichert werden müssen. 
Um den auftretenden Fehler eines jeden Experimentes zu ermitteln, wurden identische Proben 
in gleicher Menge auf die IPG-Streifen geladen, fokussiert und anschließend parallel im 
gleichen Lauf nach Molekülmasse getrennt. Die sich ergebenden 2D-Muster wiesen 
Unterschiede auf, die ein bis drei Prozent aller detektierten Proteinflecken umfasste. Das 
bedeutet, dass ein bis drei Prozent der detektierten Proteinflecken im Vergleichsgel nicht 
gefunden oder nur mit signifikanten Intensitätsunterschieden gefunden wurden. Die 
detektierten Unterschiede betrafen fast ausschließlich Flecken nahe der Auflösungsgrenze und 
waren häufig die Folge abweichender Proteinmengen zwischen den Vergleichsgelen infolge 
von Toleranzen bei der Beladung der IPG-Streifen und Proteinverlusten während der 
isoelektrischen Fokussierung, Äquilibrierung und der SDS-PAGE. Zum Teil wurden 
Artefakte auch erst durch die Analysesoftware zu solchen gemacht, weil die Proteinflecken 
aufgrund von Verzerrungen im 2D-Muster falsch zugeordnet wurden, weil 
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Hintergrundfärbung fälschlich zu einem Fleck aufsummiert wurde oder weil ein Fleck in 
beiden Gelen zwar vorhanden war aber in einem der beiden nicht detektiert wurde. 
Da der Fehler bei diesen Versuchen deutlich variabel war, sollte jedes 2D-Elektrophorese-
Experiment individuell auf seinen Fehler überprüft werden. Dazu wird der Vergleich der 
parallelen Gele des Experiments empfohlen. In der vorliegenden Arbeit wurden Experimente 
verworfen, deren parallele Gele mit identischen Proben einen 2D-laufbedingten Fehler von 
mindestens fünf Prozent aufwiesen. 
3.2 Coxsackievirus B3-induzierte Veränderungen am Proteinmuster 
Um für die proteomanalytischen Untersuchungen Reproduzierbarkeit gewährleisten zu 
können, musste ein Zeitpunkt festgelegt werden, bei dem die Infektion durch Zelllyse 
abgebrochen und so der Zustand für die Analyse festgehalten wurde. In der vorliegenden 
Arbeit wurde dieser Zeitpunkt bei beginnendem zytopathischen Effekt (Abbildung 9) 
festgelegt, das heißt, dass die Zellkontakte zu diesem Zeitpunkt untereinander gerade so 
anfingen sich aufzulösen. Das fand in CVB3-infizierten HeLa-Zellen nach ungefähr sechs 
Stunden statt und in HepG2-Zellen nach ungefähr zwölf Stunden. Also wurden je nach 
Zelllinie exakt sechs und zwölf Stunden für die Ernte festgelegt. 
 
nicht infiziert CVB3-infiziert (6 h) 
 
Abbildung 9  Zytopathischer Effekt an HeLa-Zellen 
Die linke Abbildung zeigt eine nicht infizierte HeLa-Zellkultur. Auf der rechten Abbildung sind HeLa-
Zellen abgebildet, die seit vier Stunden mit CVB3 infiziert sind. Deutlich ist der beginnende 
zytopathische Effekt zu erkennen, gekennzeichnet durch den Verlust der Zell-Zell-Kontakte.  
 
Dieses Experiment wurde insgesamt fünf Mal wiederholt (drei Mal mit HeLa-Zellen und zwei 
Mal mit HepG2-Zellen). In allen Experimenten konnten 235 verschiedene Proteine 
identifiziert werden, die im Gegensatz zum nicht infizierten Zustand differentiell exprimiert 
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oder so modifiziert wurden, dass sie im infizierten Zustand der Zellen an einer anderen Stelle 
im zweidimensionalen Muster wiederzufinden waren. In Tabelle 4 sind diejenigen Proteine 
aufgelistet, die in mindestens zwei Experimenten reproduzierbar differentiell exprimiert oder 
modifiziert gefunden wurden. Im Anhang ist die komplette Liste der identifizierten Proteine 
abgebildet. 
Wie erwähnt konnten neben Herauf- und Herunterregulationen von Proteinen infolge der 
CVB3-Infektion genauso Modifikationen von Proteinen detektiert werden. Eindrucksvoll ist 
dies am Bespiel von γ-Aktin zu sehen. 
Tabelle 4  Durch CVB3-Infektion regulierte oder modifizierte Proteine 
Die Spalten „Gefunden“ und „Zelllinie“ beschreiben die Anzahl der Experimente in denen das 
entsprechende Protein differentiell exprimiert oder modifiziert gefunden wurde und die Zelllinie in der 
dieses auftrat. „Reg“ beschreibt die Art der Regulation, wobei der Pfeil nach unten (↓) für die 
Herunterregulierung und der Pfeil nach oben (↑) für die Heraufregulierung steht. Der Doppelpfeil in 
zwei Richtungen (↔) sagt aus, dass dieses Protein in beiden Zuständen (infiziert und nicht infiziert), 
jedoch an unterschiedlichen Stellen im Proteommuster, zu finden war, was auf eine Modifikation am 
Protein (z.B. Phosphorylierung oder Proteaseangriff) schließen lässt. Die Proteine sind entsprechend 
ihren zellulären Funktionen sortiert. 
 
Identifikations Nr. Protein Name Gefunden In Zelllinie Regulation
 Gen-Expression    
EF1A1_HUMAN Elongationsfaktor 1-α1 2 x HeLa ↔ 
EF2_HUMAN Elongationsfaktor 2 4 x HeLa + HepG2 ↔ 
HNRH1_HUMAN Heterogenes nucleäres Ribonucleoprotein H 2 x HeLa + HepG2 ↓ 
HNRH2_HUMAN Heterogenes nucleäres Ribonucleoprotein H' 2 x HeLa + HepG2 ↓ 
HNRPF_HUMAN Heterogenes nucleäres Ribonucleoprotein F 2 x HeLa ↑ 
HNRPK_HUMAN Heterogenes nucleäres Ribonucleoprotein K 4 x HeLa + HepG2 ↔ 
HNRPM_HUMAN Heterogenes nucleäres Ribonucleoprotein M 2 x HeLa + HepG2 ↓ 
HNRPU_HUMAN Heterogenes nucleäres Ribonucleoprotein U 3 x HeLa + HepG2 ↓ 
IF41_HUMAN Eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor 4A-I 2 x HeLa + HepG2 ↔ 
PABP1_HUMAN Polyadenylat bindendes Protein 1 2 x HeLa + HepG2 ↔ 
PABP4_HUMAN Polyadenylat bindendes Protein 4 2 x HeLa ↓ 
ROA1_HUMAN Heterogenes nucleäres Ribonucleoprotein A1 4 x HeLa + HepG2 ↔ 
ROA2_HUMAN Heterogenes nucleäres Ribonucleoprotein A2/B1 4 x HeLa + HepG2 ↔ 
RSSA_HUMAN 40S ribosomales Protein SA 4 x HeLa + HepG2 ↑ 
SF3A3_HUMAN Splicing-Faktor 3A Untereinheit 3 2 x HeLa + HepG2 ↑ 
SF3B4_HUMAN Splicing-Faktor 3A Untereinheit 4 2 x HeLa ↑ 
SYM_HUMAN Methionyl-tRNA-Synthetase 2 x HeLa ↑ 
THOC3_HUMAN THO Komplex Untereinheit 3 2 x HeLa + HepG2 ↓ 
UNR_HUMAN UNR-Protein 2 x HeLa + HepG2 ↑ 
 Zell-Struktur und assoziierte Proteine    
ACTB_HUMAN β-Aktin 3 x HeLa + HepG2 ↔ 
ACTG_HUMAN γ-Aktin 5 x HeLa + HepG2 ↔ 
CAPG_HUMAN Aktin-regulatorisches Protein CAP-G 2 x HeLa ↔ 
K2C8_HUMAN Zytokeratin 8 3 x HeLa ↔ 
LAM1_HUMAN Lamin B1 2 x HepG2 ↓ 
LAMA_HUMAN Lamin A/C 4 x HeLa + HepG2 ↔ 
MATR3_HUMAN Matrin 3 2 x HepG2 ↓ 
NHERF_HUMAN Ezrin-radixin-moesin Binde-Phosphoprotein 50 2 x HeLa ↔ 
TBA1_HUMAN Tubulin α-1-Kette 3 x HeLa + HepG2 ↑ 
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Identifikations Nr. Protein Name Gefunden In Zelllinie Regulation
TBA6_HUMAN Tubulin α-6-Kette 2 x HeLa + HepG2 ↑ 
TBA8_HUMAN Tubulin α-8-Kette 2 x HeLa ↑ 
TBB4_HUMAN Tubulin β-4-Kette 3 x HeLa + HepG2 ↑ 
VINC_HUMAN Vinculin 2 x HeLa + HepG2 ↑ 
VIME_HUMAN Vimentin 2 x HeLa + HepG2 ↔ 
 Proteinmetabolismus    
NSF_HUMAN Vesicle-fusing ATPase 2 x HeLa ↔ 
PDIA1_HUMAN Proteindisulfid-Isomerase 2 x HeLa + HepG2 ↓ 
PDIA4_HUMAN Proteindisulfid-Isomerase A4 2 x HeLa + HepG2 ↑ 
PSD5_HUMAN 26S Proteasom nicht-ATPase regulatorische 
Untereinheit 5 
2 x HeLa ↑ 
SNX6_HUMAN Sorting nexin 6 2 x HeLa + HepG2 ↓ 
 Stressantwort    
ENPL_HUMAN Endoplasmin 2 x HepG2 ↓ 
HS90A_HUMAN Hitzeschock-Protein HSP 90-α 2 x HeLa + HepG2 ↓ 
HS90B_HUMAN Hitzeschock-Protein HSP 90-β 2 x HeLa + HepG2 ↓ 
HSPB1_HUMAN Hitzeschock-Protein β-1 3 x HeLa ↑ 
TCPA_HUMAN T-Komplex Protein 1, α-Untereinheit 2 x HeLa + HepG2 ↑ 
 Kernproteine    
NU155_HUMAN Kernporenkomplex-Protein Nup155 2 x HeLa ↑ 
NPM_HUMAN Nucleophosmin 3 x HeLa + HepG2 ↔ 
NUCL_HUMAN Nucleolin 4 x HeLa + HepG2 ↓ 
PCBP1_HUMAN Poly(rC)-bindendes-Protein 1 2 x HeLa ↔ 
 Zellzyklus    
KU70_HUMAN ATP-abhängige DNA Helikase II, 70 kDa Untereinheit 2 x HeLa ↔ 
MCM4_HUMAN DNA-Replikation zulassender Faktor MCM4 2 x HeLa ↑ 
SET_HUMAN SET protein 2 x HeLa ↓ 
 Signaltransduktion    
1433E_HUMAN 14-3-3 Protein ε 3 x HeLa + HepG2 ↔ 
1433Z_HUMAN Protein-Kinase C Inhibitor Protein-1 3 x HeLa + HepG2 ↑ 
 Energiemetabolismus    
FAS_HUMAN Fettsäuresynthase 5 x HeLa + HepG2 ↑ 
GALE_HUMAN UDP-Glucose 4-Epimerase 2 x HeLa ↓ 
 Virusproteine    
POLG_CXB3W Coxsackievirus Polyprotein 5 x HeLa + HepG2 ↑ 
 
In Abbildung 10 sind alle markierten Proteinflecken γ-Aktin zuzuordnen. Vor allem die 
höher-molekularen Proteinflecken 1 und 3 sind verstärkt im Proteinmuster von nicht 
infizierten Zellen zu finden. Dagegen sind die niedermolekularen Proteinflecken 4-7 im 
Proteinmuster von infizierten Zellen intensiver. Dies könnte ein Effekt sein, der durch 
degradierende Ereignisse am γ-Aktin in CVB3-infizierten Zellen hervorgerufen wird. 
 
 



















Abbildung 10   Proteinmodifikationen am Beispiel von γ-Aktin 
Dargestellt sind Ausschnitte aus dem Proteinmuster von HeLa-Zellen. Die markierten Proteinflecken 
sind alle γ-Aktin oder Teilstücken von γ-Aktin zuzuordnen. 
 
Ein ähnlicher Effekt soll am Beispiel des Kernstrukturproteins Lamin verdeutlicht werden 
(Abbildung 11).  Der Lamin-Fleck 1a im Muster von nicht infizierten Zellen vollzieht eine 












Abbildung 11   Proteinmodifikationen am Beispiel Lamin 
Diese Auschnitte zeigen ebenfalls Bereiche aus dem Proteinmuster von HeLa-Zellen. Dargestellt ist 
die abwärts gerichtete Diagonalbewegung des Proteins Lamin im Zuge der CVB3-Infektion. 
 
Im Gegensatz dazu verschiebt sich der Nucleophosminfleck 1b im Zuge der CVB3-Infektion 
horizontal in den sauren Bereich zum Fleck 1a (Abbildung 12). Möglich wäre dieser Effekt 
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durch posttranslationale Proteinmodifikationen, welche die biologische Aktivität oder 







Abbildung 12  Proteinmodifikationen am Beispiel Nucleophosmin 
Dargestellt ist die Horizontalbewegung des Proteins Nucleophosmin in den sauren Bereich durch die 
CVB3-Infektion. Auch hier ist ein Ausschnitt aus dem Proteinmuster von HeLa-Zellen zu sehen. 
 
Wie schon erwähnt, sind verschiedene Proteine identifiziert worden, die differentiell 
exprimiert in infizierten und nicht infizierten HeLa- und HepG2-Zellen vorlagen. Ein Beispiel 
ist das RNA bindende Protein UNR, welches um den Faktor 30 verstärkt in infizierten Zellen 







Abbildung 13   Hochregulierung des Proteins UNR 
Diese Detailansicht aus dem Proteinmuster von HepG2-Zellen zeigt die Hochregulierung des RNA-
bindenden Proteins UNR durch die CVB3-Infektion. 
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In Abbildung 14 ist ein Beispiel für das vollständige Verschwinden eines zellulären Proteins 







Abbildung 14   Herunterregulation des Proteins SET 
Gezeigt ist die Herunterregulierung des multifunktionalen Proteins Set am Beispiel von HeLa-Zellen. 
 
Ein letztes Beispiel verdeutlicht mit der Fettsäuresynthase die Abbildung 15. Dieses Protein 
ist in den hier verwendeten Modellzellen HeLa und HepG2 nicht nachweisbar exprimiert. 
Durch die Infektion mit CVB3 sind jedoch zwei deutliche Proteinflecken in den infizierten 
Zellen nachweisbar. Die zwei Flecken sind durch eine mögliche Phosphatgruppe am Protein 
erklärbar, da die Fettsäuresynthase durch eine Phosphorylierung in ihrer Aktivität reguliert 









Abbildung 15   Hochregulation der Fettsäuresynthase 
 
Diese Detailansicht aus dem Proteinmuster von HeLa-Zellen zeigt die Hochregulierung der 
Fettsäuresynthase durch die CVB3-Infektion. Vermutlich werden durch die zwei Flecken beide 
Formen des Proteins dargestellt (phosphoryliert und nicht phosphoryliert). 
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Abbildung 16   Fragmentpeptid-Massenspektrum der Fettsäuresynthase 
Dargestellt ist das Massenspektrum der Fragmentpeptide der Fettsäuresynthase nach dem tryptischen 
Verdau. 
M
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AQAELQQHDV AQGQWDPADP APSALGSADL LVCNCAVAAL GDPASALSNM VAALREGGFL LLHTLLRGHP RDIVAFLTST 
EPQYGQGILS QDAWESLFSR VSLRLVGLKK SFYGATLFLC RRPTPQDSPI FLPVDDTSFR WVESLKGILA DEDSSRPVWL 
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RDASGKRVMG LVPAKGLATS VLLSPDFLWD VPSNWTLEEA ASVPVVYSTA YYALVVRGRV RPGETLLIHS GSGGVGQAAI 
AIALSLGCRV FTTVGSAEKR 
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ELNLVLS VREVRQLTLR KLQELSSKAD EASELACPTP KEDGLAQQQT QLNLRSLLVK PEGPTLMRLN SVQSSERPLF 
PAPTHNSLFL FDGSPT












Abbildung 17   Aminosäuresequenz der Fettsäuresynthase 
Abgebildet ist die vollständige Aminosäuresequenz der Fettsäuresynthase. Die rot gekennzeichneten 
Bereiche sind die in der Massenanalyse gefundenen und sequenzierten Peptide. 
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Die Abbildung 16 zeigt am Beispiel der Fettsäuresynthase ein typisches Massenspektrum, 
was durch einen tryptischenVerdau erhältlich ist. In Abbildung 17 ist dann die Zuordnung der 
Massedaten in eine bekannte Aminosäuresequenz ebenfalls am Beispiel der Fettsäuresynthase 
abgebildet. 
Ein häufiges Problem bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese ist das Nichtauffinden 
bestimmter Proteine, welche von besonderem Interesse sind. Eine mögliche Erklärung dafür 
wäre, dass die Menge dieser Proteine unter der Nachweisgrenze der genutzten Färbetechniken 
liegt. Abhilfe kann die Western Blot-Technik schaffen. In diesem Fall wurde in Blots von 
zweidimensionalen Gelen die MAP Kinase p38 nachgewiesen. Eine deutliche Zunahme der 
aktiven, phosphorylierten Isoformen der MAP-Kinase p38 ist infolge einer CVB3-Infektion 







Abbildung 18   Antikörpernachweis der MAP Kinase p38 mittels Western-Blot 
Der Western-Blot eines Bereiches aus einem 2D-Gel von HeLa-Zellextrakten mit Antikörpern gegen 
die aktiven phosphorylierten Isoformen der MAP Kinase p38 zeigt eine deutliche Zunahme der aktiven 
phosphorylierten Formen durch eine CVB3-Infektion. 
 
3.3 Einfluss der Fettsäuresynthase auf den Infektionsvorgang 
Da in den vorangegangenen Studien eine Überexpression der Fettsäuresynthase infolge einer 
CVB3-Infektion identifiziert werden konnte (Abbildung 15) und Fogg et al. in vitro einen 
wichtigen Einfluss der Fettsäuresynthese auf die Poliovirusreplikation zeigten (Fogg et al., 
2003), wurde an dieser Stelle ebenfalls der Einfluss der Fettsäuresynthese auf die CVB3-
Replikation überprüft. Zu diesem Zweck wurden CVB3-infizierte HeLa-Zellen mit 
Fettsäuresynthaseinhibitoren behandelt und die CVB3-Replikation beziehungsweise die 
Virusvermehrung überprüft. Die Untersuchungen zur Inhibierung der Fettsäuresynthase 
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geschahen mit dem gut charakterisierten Naturstoff Cerulenin des Pilzes Cephalosporium 
caerulens (Moche et al., 1999). Zur Verifizierung der Ergebnisse wurde der Einfluss zweier 
weiterer Substanzen getestet. Die zwei Stoffe C75 und TOFA sind ebenfalls bekannte 
Inhibitoren der Fettsäuresynthese (Loftus et al., 2000). In Abbildung 19 sind die chemischen 


























bbildung 19   Strukturformeln der Fettsäuresynthaseinhibitoren 
bbildung 20 zeigt das Ergebnis einer reversen Transkriptions-PCR der mRNA-Moleküle 
on β-Aktin und des viralen Kapsidproteins VP1. β-Aktin wurde als Positivkontrolle der 
eversen Transkriptions-PCR benutzt und die mRNA von VP1 als Reporter für den Effekt der 
ettsäureinhibition auf die CVB3-Replikation. 







bbildung 20   Analytisches DNA-Agarosegel der reversen Transkriptions-PCR 
argestellt sind die Produkte einer reversen Transkription mit anschließender Amplifikation der 
DNA von β-Aktin und VP1 von CVB3-infizierten HeLa-Zellen. 
  DNA-Leiter 
-3 β-Aktin-cDNA-Nachweis von Kontrollzellen (DMSO-Behandlung) nach 0,5; 2,5; 4,5 h Infektion 
-6  VP1-cDNA-Nachweis von Kontrollzellen (DMSO-Behandlung) nach 0,5; 2,5; 4,5 h Infektion 
-9 β-Aktin-cDNA-Nachweis von Cerulenin behandelten Zellen nach 0,5; 2,5; 4,5 h Infektion 
0-12  VP1-cDNA-Nachweis von Cerulenin behandelten Zellen nach 0,5; 2,5; 4,5 h Infektion 
lexander Raßmann  Seite 48 
Ergebnisse 
 
In Abbildung 21 ist die graphische Interpretation über Quantifizierung der Banden der VP1-
mRNA-Moleküle von Abbildung 20 dargestellt. 
Eine signifikante Abnahme der VP1-mRNA ist aus den mit Cerulenin behandelten Zellen im 
Gegensatz zu den nicht behandelten Zellen nachweisbar. Um die Virusvermehrung direkt zu 
überprüfen, wurde der Virustiter von den mit Cerulenin behandelten und nicht behandelten 




Abbildung 21   Quantifizierung 
der reversen Transkriptions-
PCR (Abbildung 17) 
























Die Banden der VP1-cDNA-
Amplifikation wurden über ihre 
Intensität quantifiziert und die Werte 
im Diagramm dargestellt. Eine 
signifikante Abnahme der VP1-







Abbildung 22   Einfluss von 
Cerulenin auf die CVB3-
Vermehrung 
Zeit post infection (h)





















Die Bestimmung des Virustiters 
zeigt eine deutliche Reduzierung der 
Virusfreisetzung bei den CVB3-
infizierten HeLa-Zellen die mit 
Cerulenin behandelt wurden. 
 







Abbildung 23   Cerulenin behandelte und nicht behandelte HeLa-Zellen im Vergleich 
Das obere Bild zeigt nicht infizierte Kontrollzellen. Auf dem mittleren Bild sind CVB3-infizierte Zellen 
mit Ceruleninbehandlung nach 6 h zu sehen. Das untere Bild zeigt CVB3-infizierte Zellen nach 6 h, 
allerdings ohne Ceruleninbehandlung. Deutlich ist im unteren Bild der einsetzende zytopathische 
Effekt zu erkennen, während die mit Cerulenin behandelten Zellen kaum Unterschiede zu den nicht 
infizierten Zellen aufweisen. 
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Dazu wurden Proben des überstehenden Mediums der Zellen im Zweistundenrhythmus 
abgenommen und einem TCID50-Test unterzogen. Auch hier ist eine massive Abnahme der 
Virusfreisetzung als Bestätigung zur reversen Transkriptionsanalyse erkennbar. Eine 
en Wirkung von Cerulenin sind oder aber durch 
heinlich über Malonyl-
. Falls C75 ebenfalls einen hemmenden 
influss auf die Virusvermehrung zeigt, kann eine unspezifische chemische Reaktion als 
rund ausgeschlossen werden. Um die Hemmung der Virusreplikation als Nebeneffekt der 
alonyl-Coenzym-A-Anhäufung in der Zelle auszuschließen, wurde die Substanz TOFA 
benutzt. TOFA hemmt die Fettsäuresynthese einen Reaktionsschritt früher als Cerulenin und 
C75. Dadurch kann eine Malonyl-Coenzym-A-Synthese nicht mehr stattfinden und dies 
äußert sich in einer deutlich verminderten Zytotoxizität. Interessant ist, dass die zytotoxische 
Wirkung von Cerulenin beziehungsweise C75 durch eine gleichzeitige Zugabe von TOFA 
deutlich reduziert werden kann (Pizer et al., 2000). 
Daraufhin wurden die einzelnen Stoffe C75 und TOFA und in den eben genannten 
Kombinationen getestet. Im Fall von TOFA konnte kein hem
werden (Daten sind nicht gezeigt). 
Jedoch konnten für C75 und die Kombinationen Cerulenin
reduzierte CVB3-Vermehrungsraten gezeigt werden (Abbild
Um die virale mRNA besser quantifizieren zu können, als das mit der Auswertung eines 
Bildes wie am Beispiel der Abbildungen 20 und 21 möglich ist, wurde für die beiden 
Wirkstoffe Cerulenin und C75 abschließend noch eine Quantifizierung über einen „Echtzeit“-
PCR-Ansatz durchgeführt. Die Abbildung 25 zeigt die graphische Darstellung des Resultates 




eindrucksvolle Visualisierung dieses Effektes ist in Abbildung 23 gezeigt. 
Um auszuschließen, dass die hemmenden Effekte auf die Virusreplikation nur 
Nebenreaktionen der zytotoxisch
unspezifische Reaktionen ausgelöst worden sind, wurde die Wirksamkeit von zwei weiteren 
Substanzen überprüft. Die Zytotoxizität von Cerulenin wird wahrsc
Coenzym-A vermittelt, welches durch die irreversible Bindung von Cerulenin im aktiven 
Zentrum der β-Ketoacyl-Acyl-Carrier-Protein-Synthase in der Zelle angehäuft wird (Pizer et 
al., 2000). C75 als chemisch relativ inerter Stoff ist ebenso ein Inhibitor der β-Ketoacyl-Acyl-
Carrier-Protein-Synthase, jedoch im Gegensatz zu Cerulenin nicht durch eine kovalente 




mender Einfluss festgestellt 
/TOFA und C75/TOFA deutlich 
ung 24). 
 




Abbildung 24 Einfluss von 
C75, Cerulenin/TOFA und 
C75/TOFA  auf die CVB3-
Vermehrung 
Die Bestimmung des Virustiters 
zeigt eine deutliche Reduzierung der 
Virusfreisetzung bei den CVB3-
infizierten HeLa-Zellen die mit den 






Abbildung 25   Auswertung der 
„Echtzeit“-PCR 
Auch diese Technik bestätigt den 
hemmenden Einfluss vor allem von 












Zeit post infectionem (h)


















































Alexander Raßmann  Seite 52 
Ergebnisse 
 
3.4 DNA-Array-Analyse mittels „Lab-Arraytor 60 inflammation“ 
Zur Ergänzung und Komplettierung der Ergebnisse wurde noch eine DNA-Array-Analyse in 
Zusammenarbeit mit der Firma SIRS-Lab GmbH durchgeführt. Dabei sollte wie bei den 
Proteomanalysen der CVB3-infizierte Zustand mit dem nicht infizierten verglichen werden, 
jedoch nach der Hälfte der Zeit wie bei den Proteomuntersuchungen (nach drei und sechs 
Stunden). Die Array-spezifischen Arbeiten und deren Auswertung führte die Firma SIRS-Lab 
aus. Für die Experimente wurden wie in den vorgegangenen Analysen HeLa- und HepG2-
Zellen verwendet, wobei drei Experimente mit HepG2-Zellen und zwei Experimente mit 
HeLa-Zellen völlig unabhängig voneinander stattfanden. Der „Lab-Arraytor 60 inflammation“ 
deckt dabei 780 Gene aus dem Bereich von Entzündungsreaktionen, Apoptose und 
Stressreaktionen ab. Im Anhang ist die komplette Liste der Gene aufgeführt, die das Array-
System abdeckt. Abbildung 26 zeigt Aufnahmen eines solchen Systems nach der 
Hybridisierung der fluoreszenzmarkierten cDNA-Moleküle. 
 
 
grün markierte cDNA rot markierte cDNA Mischfarbe beider cDNAs 
 
Abbildung 26 
Zu sehen sind die jeweiligen Einzelaufnahmen der hybridisierten fluoreszenzmarkierten cDNA-
Moleküle in rot und grün. Das Übereinanderlegen beider Einzelaufnahmen führt zu einem Bild mit 
Mischfarben. Für den Fall, dass die Konzentrationen der mRNA-Moleküle im CVB3-infizierten und im 
nicht infizierten Zustand gleich sind, erscheint der zugehörige Bereich gelb. Sind die Konzentrationen 
infolge einer differentiellen Regulation jedoch unterschiedlich, so dominiert eine Farbe im Mischbild 
an der jeweiligen Position. 
 
In den Tabellen 5, 6 und 7 sind die Ergebnisse der Array-Analyse aufgeführt. Tabelle 5 
beinhaltet die Gene, die in beiden Zellen die gleiche Regulationsrichtung aufwiesen und eher 
Verallgemeinerungscharakter besitzen. In den Tabellen 6 und 7 hingegen sind die Gene 
aufgelistet die zellspezifisch reguliert wurden. 
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Tabelle 5   Differentiell regulierte mRNA-Moleküle infolge einer CVB3-Infektion 
Die in der Tabelle aufgeführten Gene wurden in beiden Zelllinien gemeinsam durch eine CVB3-
Infektion differentiell transkribiert bzw. die Halbwertzeit der mRNA verändert. Es ist der jeweilige 
Regulationsfaktor (Reg-Faktor) für die entsprechende Zelllinie und auch der durchschnittliche 
Regulationsfaktor (Faktor ∅) für beide Zelllinien angegeben. Das Vorzeichen des Faktors spiegelt die 
Richtung der Regulation wider (Minus=Herunterregulation; kein Vorzeichen=Hochregulation). 
 








CD24 NM_013230 CD24 antigen -1,41 -1,62 -1,49 
CXADR  NM_001338 coxsackie virus and adenovirus receptor -1,45 -1,41 -1,43 
G3BP2 NM_012297 Ras-GTPase activating protein SH3 domain-binding protein 2 -1,46 -1,85 -1,60 
HF1 NM_000186 complement factor H -2,00 -1,87 -1,94 
HFL1 NM_002113 complement factor H-related 1 -1,28 -1,53 -1,37 
IF NM_000204 I factor (complement) -1,52 -1,22 -1,39 
IL13RA1 NM_001560 interleukin 13 receptor, alpha 1 -1,50 -1,47 -1,49 
IL17D NM_138284 interleukin 17D -1,74 -1,75 -1,75 
IL17R NM_014339 interleukin 17 receptor -1,23 -1,60 -1,37 
IL21 NM_021803 interleukin 21 -1,81 -1,90 -1,85 
IL23A NM_016584 interleukin 23, alpha subunit p19 -1,59 -1,44 -1,53 
IL9 NM_000590 interleukin 9 -1,78 -1,71 -1,75 
ITGAV NM_002210 integrin, alpha 6 -1,26 -1,61 -1,39 
LMNA.2 NM_005572 lamin A/C -1,32 -1,39 -1,35 
MAP3K12 NM_006301 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 12 (ZPK) -1,22 -1,41 -1,29 
MAP4K3 NM_003618 mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 3 -1,39 -1,50 -1,43 
MAPK14 NM_001315 mitogen-activated protein kinase 14 (p38) -1,26 -1,50 -1,35 
MCP NM_172361 membrane cofactor protein -1,33 -2,09 -1,59 
PDGFRA NM_006206 platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide -1,28 -1,38 -1,32 
RB1 NM_000321 retinoblastoma 1 -1,29 -1,46 -1,36 
UGCGL2 NM_020121 UDP-glucose ceramide glucosyltransferase-like 2 -1,34 -1,79 -1,50 
CASP10 NM_032974 caspase 10 1,28 1,39 1,32 
DUSP1 NM_004417 dual specificity phosphatase 1 1,41 1,53 1,46 
EGR1 NM_001964 early growth response 1 1,78 1,65 1,73 
FOS NM_005252 v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 1,47 3,39 2,05 
GADD45B NM_015675 growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 2,24 2,29 2,26 
IER3 NM_003897 immediate early response 3 1,47 1,66 1,54 
ITGAX NM_000887 integrin, alpha X 1,55 1,77 1,63 
LTB4R NM_000752 leukotriene B4 receptor 1,60 1,40 1,51 
NFKBIA NM_020529 nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer  1,75 1,26 1,54 
TNFRSF10D NM_003840 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10d 1,58 1,83 1,68 
TRADD NM_003789 TNFRSF1A-associated via death domain 1,47 1,57 1,51 
TRAF4 NM_004295 TNF receptor-associated factor 4 1,23 1,36 1,28 
TRAF6 NM_004620 TNF receptor-associated factor 6 1,50 1,24 1,39 
 
Tabelle 6   HepG2-spezifische, differentiell regulierte mRNA-Moleküle 
Die in der Tabelle aufgeführten Gene wurden nur in HepG2-Zellen durch eine CVB3-Infektion 
differentiell transkribiert bzw. die Halbwertzeit der mRNA verändert. 
 
Gen Acc-Nr. Protein Reg-Faktor 
CASP3 NM_032991 caspase 3 -1,49 
CDKN1A NM_078467 cyclin-dependent kinase inhibitor 1A -1,38 
E2F5 NM_001951 E2F transcription factor 5 -1,50 
HMOX1 NM_002133 heme oxygenase -1,43 
IL15 NM_000585 interleukin 15 -1,43 
C1QBP NM_001212 complement component 1 1,37 
CCL13 NM_005408 chemokine (C-C motif) ligand 13 1,44 
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Gen Acc-Nr. Protein Reg-Faktor 
CCL20 NM_004591 chemokine (C-C motif) ligand 20 1,49 
GADD45A NM_001924 growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 1,45 
HMGB1 NM_002128 high-mobility group box 1 1,41 
HSPA1A NM_005345 heat shock 70kDa protein 1A 1,39 
HSPA6 NM_002155 heat shock 70kDa protein 6 (HSP70B') 1,40 
IL5 NM_000879 interleukin 5 1,84 
IL8 NM_000584 interleukin 8 1,75 
MDM4 NM_002393 p53 binding protein 1,62 
TRIP8 L40411 jumonji domain containing 1C 1,46 
 
Tabelle 7   HeLa-spezifische, differentiell regulierte mRNA-Moleküle 
Die in der Tabelle aufgeführten Gene wurden nur in HeLa-Zellen durch eine CVB3-Infektion 
differentiell transkribiert bzw. die Halbwertzeit der mRNA verändert. 
 
Gen Acc-Nr. Protein Reg-Faktor 
ADAM17 NM_003183 a disintegrin and metalloproteinase domain 17 -1,39 
BIRC2 NM_001166 baculoviral IAP repeat-containing 2 -1,40 
BIRC6 NM_016252 baculoviral IAP repeat-containing 6 -1,36 
CARD11 NM_032415 caspase recruitment domain family, member 11 -1,54 
CASP7 NM_033340 caspase 7 -1,39 
CBFB NM_022845 core-binding factor, beta subunit -1,42 
DDIT3 NM_004083 DNA-damage-inducible transcript 3 -1,73 
HIF1A NM_001530 hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit -1,35 
HSPA1A NM_005345 heat shock 70kDa protein 1A -1,88 
HSPA6 NM_002155 heat shock 70kDa protein 6 -1,89 
HSPA8 NM_006597 heat shock 70kDa protein 8 -1,41 
HSPB1 NM_001540 heat shock 27kDa protein 1 -1,60 
HSPC121 NM_016395 butyrate-induced transcript 1 -1,42 
HSPCA NM_005348 heat shock 90kDa protein 1 -1,70 
HSPE1 NM_002157 heat shock 10kDa protein 1 -1,39 
ITGB1 NM_002211 integrin, beta 1 -1,46 
MAP3K7 NM_003188 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 -1,38 
MME NM_007289 membrane metallo-endopeptidase -1,63 
SERCA2 NM_001681 ATPase, Ca++ transporting -1,69 
TBK1 NM_013254 TANK-binding kinase 1 -1,44 
TNFSF9 NM_003811 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9 -1,93 
TRIM2 NM_015271 tripartite motif-containing 2 -1,43 
UGT8 NM_003360 UDP glycosyltransferase 8 -1,44 
ATF1 BC029619 activating transcription factor 1 1,38 
CASP3 NM_032991 caspase 3 1,43 
CCL27 NM_006664 chemokine (C-C motif) ligand 27 1,45 
IL3RA NM_002183 interleukin 3 receptor, alpha 1,43 
KBRAS2 NM_017595 NFKB inhibitor interacting Ras-like 2 1,39 
MMP9 NM_004994 matrix metalloproteinase 9 1,37 
STAT3 NM_139276 signal transducer and activator of transcription 3 1,35 
TNNC1 NM_003280 troponin C, slow 1,46 
TPM1 NM_000366   tropomyosin 1 1,35 









4.1 Etablierung der Zweidimensionalen Gelelektrophorese 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunächst die Zweidimensionale Gelelektrophorese etabliert 
und für die geplanten Proteomuntersuchungen an humanen Leberkarzinomzellen und Cervix-
Karzinomzellen optimiert. Die Aufgabe dabei war, ein Protokoll zu entwickeln, das einfach 
anzuwenden ist und gute Reproduzierbarkeit mit einer möglichst hohen Auflösung 
kombiniert. 
4.1.1 Reproduzierbarkeit der 2D-Gelelektrophorese 
Obwohl bereits nahezu 30 Jahre bekannt, hat die 2D-Gelelektrophorese erst in den letzten 
Jahren breite Anwendung erfahren, nicht zuletzt aufgrund zahlreicher Detailverbesserungen, 
welche die Reproduzierbarkeit der Methode deutlich erhöhten. 
Trotzdem ist die Handhabung relativ schwierig geblieben. In erster Linie existiert kein 
allgemeingültiges Rezept, das die Proteine aus Proben verschiedener Herkunft gleichermaßen 
gut auftrennt. Zudem ist nach wie vor eine gewisse Kunstfertigkeit im Umgang mit den 
Gerätschaften erforderlich. 
Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse eines Experiments ist an die Vergleichbarkeit der 
Fleckenmuster des Experiments und seiner unabhängigen Wiederholungen gebunden. Wie die 
unter 3.1 vorgestellten Ergebnisse deutlich machen, können auch kleine Abweichungen in den 
Versuchsbedingungen großen Einfluß auf die Qualität des 2D-Musters haben. Eine gute 
Reproduzierbarkeit ist deshalb erst mit einem auf die jeweilige Fragestellung abgestimmten 
Protokoll gegeben und hängt in starkem Maße von der einwandfreien Gleichhaltung der 
äußeren Bedingungen ab.  
Mit dem erarbeiteten und benutzten Protokoll wurde für die anvisierten Untersuchungsobjekte 
– humane Zellinien wie HepG2 oder HeLa – bei relativ einfacher Handhabung eine 
zuverlässige Reproduzierbarkeit erreicht. Trotzdem waren Abundanzschwankungen einzelner 
Proteine bei parallel aufgearbeiteten und vollkommen gleichbehandelten Proben nicht zu 
vermeiden. Die Ursachen sind systembedingt und können sehr vielgestaltig sein. Zum einen 
sind der Genauigkeit gerätetechnisch Grenzen gesetzt: Alle verwendeten Geräte einschließlich 
Densitometer und Analysesoftware arbeiten mit einem inneren Fehler. Beispielsweise sind in 
der Vertikalkammer bauartbedingt kleine Temperaturdifferenzen zwischen verschiedenen 
Gelen unvermeidlich, was zu Abweichungen im Fleckenmuster führen kann. Beispielsweise 
arbeiten Pipetten mit einem inneren Fehler. Infolge des Pipettenfehlers gering voneinander 
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abweichende Proteinmengen verschiedener Proben können verursachen, daß ein Protein an 
der Auflösungsgrenze im Gel der Probe I gerade noch erkennbar, aber im Gel der Probe II 
nicht mehr vom Hintergrund zu unterscheiden ist. Zum anderen ist die manuelle Ausführung 
der notwendigen Arbeitsschritte als Fehlerursache in Betracht zu ziehen. Als besonders 
fehleranfällige Arbeitsschritte stellten sich die Proteingehaltsbestimmung, die isoelektrische 
Fokussierung und die Übertragung der IPG-Streifen auf die SDS-PAA-Gele der zweiten 
Dimension heraus. Die Beachtung der zu den angeführten Punkten im Ergebnisteil unter 3.1.1 
erarbeiteten Hinweise und die möglichst vollständige Gleichhaltung aller beeinflußbaren 
experimentellen Bedingungen verringerte die Fehlergröße beträchtlich. 
Bei der vergleichenden Analyse verschiedener Fleckenmuster im experimentellen Teil der 
Arbeit war dieser absolute Fehler zu berücksichtigen. So war die Abgrenzung tatsächlicher 
Abundanzunterschiede von experimentellen Artefakten teilweise schwierig. Durch 
Wiederholung der Experimente konnten Artefakte allerdings erfaßt und von tatsächlichen 
regulierten Proteinen (mit differentem Expressionsniveau) unterschieden werden. 
Die 2D-Muster der Gele verschiedener Läufe waren direkt nur eingeschränkt vergleichbar, in 
erster Linie deshalb, weil die Proteinanalysesoftware als Folge von laufbedingten 
Unterschieden des Fleckenmusters teilweise Probleme hatte, einzelne Proteinflecken einander 
zuzuordnen. Proben, deren 2D-Muster verglichen werden sollten, wie z.B. CVB3-infizierte 
und nichtinfizierte Zellen eines Experiments, wurden deshalb immer parallel behandelt und 
parallel, d.h. in einem Lauf, in der zweiten Dimension aufgetrennt. Die Reproduzierung eines 
Experiments erfolgte mehrmals unabhängig, jeweils mit unabhängiger Auswertung. Die 
herausgefilterten Unterschiede im Fleckenmuster wurden verglichen und annotiert. Erscheint 
ein Unterschied zuverlässig in allen Wiederholungen des Experiments, gilt dieser als real, d.h. 
ein experimentelles Artefakt kann ausgeschlossen werden. 
4.1.2 Ultrafiltration oder TCA/Aceton-Fällung? 
Beide Methoden sind in der Handhabung einfach und sicher. Die TCA/Aceton-Fällung ist im 
Vergleich zur Ultrafiltration mit geringerem Material- und Kostenaufwand verbunden. Vom 
Zeitbedarf her ähneln sich beide Methoden: jeweils 4 h sind zu veranschlagen. 
Im folgenden werden die Auswirkungen beider Methoden auf das 2D-Muster des HepG2-
Proteoms diskutiert. Die Abbildung 7 macht deutlich, daß die Auflösung des Fleckenmusters, 
die sich durch die Anzahl darstellbarer Proteine beschreiben läßt, bei TCA-Fällung um mehr 
als 20 Prozent höher ist, als bei Ultrafiltration des Zellysats. Einzelne Proteinflecken, die nach 
der TCA-Fällung deutlich erschienen, waren nach paralleler Ultrafiltration der gleichen Probe 
 
Alexander Raßmann  Seite 57 
Diskussion 
 
kaum zu sehen oder nicht vorhanden. Möglicherweise verantwortlich dafür ist der vor der 
Ultrafiltration notwendige Ultrazentrifugationsschritt, der unlösliche Bestandteile der Probe 
abtrennt. Dies sind hauptsächlich Teile der Zellmembran bzw. der zellinternen 
Membransysteme einschließlich integrierter bzw. assoziierter Proteine. Diese Proteine werden 
durch die TCA/Aceton-Fällung potentiell zugänglich für die 2D-Analyse, weil hier in 
Gegenwart von Aceton die Lipidschichten von den Membranproteinen entfernt werden 
(Rabilloud, 1996). Damit ist die Methode geeignet, Membranproteine anzureichern. Da die 
Flecken jedoch im einzelnen nicht durch massenspektrometrische Analyse identifiziert 
wurden, ist nicht sicher zu entscheiden, ob die nach Ultrafiltration der Probe fehlenden 
Proteine als experimentelle Artefakte während der Fällung (z.B. durch pI-Verschiebung 
infolge Carbamylierung oder Degradation) erzeugt wurden. In der Literatur finden sich 
allerdings keine Hinweise auf derart destruktive Eigenschaften der TCA/Aceton-Fällung.  
Der Grund für die bessere Auflösung der äußeren pH-Bereiche bei der TCA/Aceton-Fällung 
liegt in der im Vergleich zur Ultrafiltration besseren Reinigungsleistung begründet. Denn 
Lipide und Salze behindern die IEF erheblich und werden bei der Fällung durch Waschen des 
Proteinpellets mit Aceton effektiv entfernt (Görg et al., 1997), was durch Ultrafiltration der 
Proben vermutlich nicht in diesem Maße gegeben ist. 
Bei der TCA-Aceton-Fällung sind allerdings qualitative Proteinverluste durch inkomplette 
Fällung bzw. durch unvollständige Resolubilisierung des getrockneten Pellets im Anschluß an 
die Fällung nicht auszuschließen (Görg et al., 1997). Theoretisch ebenso möglich sind 
artifizielle Modifikationen einzelner Proteine, woraus sich ein verändertes Laufverhalten 
dieser Proteine ergeben kann. 
Wegen der insgesamt deutlichen Vorteile gegenüber der Ultrafiltration wurde die 
TCA/Aceton-Fällung in das Protokoll für Proteomuntersuchungen an HepG2-Zellen  
integriert. 
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4.2 Coxsackievirus B3-vermittelte Pathogeneseprozesse 
Das Coxsackievirus B3, als einer der wichtigsten Vertreter viraler Herzerkrankungen, ist in 
seinen molekularen Mechanismen bisher nur wenig verstanden, die Wirtszelle auf die viralen 
Bedürfnisse anzupassen. Auch gibt es noch keine geeignete Therapie gegen das CVB3 vor 
allem in den Fällen der DCM, welche die schwerwiegendste Form der Erkrankung darstellt 
und Heilungschancen meist nur durch Herztransplantationen steigen.  
Um tiefere Einblicke in das Infektionsgeschehen und die Pathogenesemechanismen zu 
bekommen und somit die molekularen Mechanismen besser zu verstehen, bestand das 
Hauptziel dieser Arbeit darin, zweidimensionale Proteinmuster von CVB3-infizierten und 
nicht infizierten HeLa- und HepG2-Zellen zu vergleichen. Die vergleichende 
zweidimensionale Gelelektrophorese eignet sich besonders für Analysen in denen die 
Zielproteine nicht genau bekannt sind, da man mit dieser Technik eine große Anzahl an 
Proteinen darstellen und über Massenanalysen auch identifizieren kann. 
Ein unumgängliches Problem solcher Analysen ist die Reproduzierbarkeit, einerseits bedingt 
durch die biologische Varianz, andererseits bedingt durch die technische Seite. Deshalb 
wurde dieses Experiment insgesamt fünf Mal vollkommen unabhängig voneinander 
wiederholt. Auf diese Weise konnten etwa 20 Prozent aller gefundenen Proteine in 
mindestens zwei Experimenten identifiziert werden. Um verallgemeinerbare Ergebnisse zu 
erzielen, wurden die zwei genannten Zelllinien für die Untersuchungen benutzt, da sie 
unterschiedlicher histologischer Abstammung sind. 
4.2.1 Proteomanalysen 
Wie erwartet konnten einige Proteine nur in einer der beiden Zelllinien identifiziert werden. 
Da die Mehrzahl der Proteine jedoch in beiden Zelllinien als differentiell reguliert gefunden 
wurden, liegt nahe, dass CVB3-Infektionen in ähnlichen zellulären Mechanismen enden, die 
unabhängig von der jeweiligen Wirtszelle sind. In Tabelle 4 sind die Proteine aufgelistet, 
welche reproduzierbar in infizierten humanen Zellen hochreguliert, herunterreguliert oder 
modifiziert identifiziert werden konnten. Viele der im Anhang aufgelisteten Proteine, die nur 
einmal gefunden wurden, können jedoch in funktionelle Einheiten mit anderen Proteinen 
zusammengefasst werden. Somit wird funktionsbedingt eine gewisse Reproduzierbarkeit 
erzielt. Zum Beispiel wurden in allen fünf Experimenten acht verschiedene 
Translationsinitiationsfaktoren oder Untereinheiten von diesen (eIF-3 gamma, eIF-3 p48, eIF-
3 zeta, eIF-3 eta, eIF-4A-I, eIF-4A-II, eIF-4B, eIF-6) als differentiell reguliert identifiziert, 
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jedoch nur eIF-4A-I reproduzierbar. Es kann davon ausgegangen werden, dass eine CVB3-
Infektion generell darauf abzielt die Wirtstranslation zu verändern (Thompson & Sarnow, 
2000). Unterstützt wird dies durch die hohe Anzahl an gefundenen, differentiell regulierten 
heterogenen nukleären Ribonukleoproteinen, welche wichtig für die Ribosomen-
assemblierung sind.  
Bereits bekannt ist in diesem Zusammenhang, dass die 2A-Protease von CVB3 das Poly-(A) 
bindende Protein spaltet, um so die Stabilität der zelleigenen mRNA-Moleküle zu reduzieren 
(Kerekatte et al., 1999). In dieser Arbeit konnten ebenfalls Veränderungen an den Poly-(A) 
bindenden Proteinen 1 und 4 nachgewiesen werden (Tabelle 4). 
Ebenso führt eine CVB3-Infektion zu einem Verlust der Integrität des Zytoskeletts (Badroff et 
al., 1999; Joachims et al., 1992; Bonneau et al., 1985). Strukturelle Proteine wurden auch in 
dieser Arbeit als reguliert identifiziert. Dazu gehören verschiedene Formen des Aktins, 
Lamin, Zytokeratin und einige Untereinheiten von Tubulinen (siehe Tabelle 4). Allerdings 
kann im Fall von Aktin (Abbildung 10) nicht unterschieden werden, ob die gefundenen 
Veränderungen posttranslationale Modifizierungen, in Form von Zufügen oder Verlust von 
verschiedenen Gruppen oder Aminosäuren, oder degradierende Ereignissen durch 
proteolytischen Angriff oder beides sind. Im Fall von Zytokeratin 8 kann allerdings von 
einem viralen Proteaseangriff ausgegangen werden (Seipelt et al., 2000). 
Lamine gehören zu einer Gruppe von filamentösen Proteinen und sind essentielle Bestandteile 
der Kernlamina, welche die Kernmatrix von der Kernhülle abtrennen. Sie formen ein dünnes, 
fibrilläres Netz um die Kernmatrix (Hozak et al., 1995; Barboro et al., 2002). Lamin A und C 
sind im allgemeinen in ausdifferenzierten Zellen, unter anderem auch in denen des adulten 
Herzens, vorhanden (Manilal et al., 1999), während Lamine des B-Typs eher in embryonalen 
Zellen anzutreffen ist (Nikolova et al., 2004). Für die korrekte Positionierung der 
Kernporenkomplexe und die Verankerung des Heterochromatins an der Kernperipherie sind 
die Lamine ebenfalls essentiell. Kerninterne Lamine werden unter anderem als wichtige 
Faktoren für die Stabilität der Kernmatrix diskutiert. All diese Funktionen bestärken die Rolle 
der Lamine als unabdingbare Determinanten der Kernarchitektur (Stuurman et al., 1998; 
Burke et al., 2002; Hutchison, 2002). 
Die Entdeckung von Mutationen im Lamin A-Gen haben eine ursprünglich nicht vermutete 
Rolle der Kernlaminaproteine in verschiedenen humanen Muskelschwächen offengelegt. 
Dazu gehört neben anderen die DCM (Fatkin et al., 1999). Welche Mechanismen diesem 
gewebsspezifischen Phänotyp zugrunde liegen, ist nicht genau bekannt. Es kann nur 
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spekuliert werden, ob und wie eine CVB3-Infektion direkt oder indirekt Proteine des 
zellulären Skeletts beeinflusst und somit die molekulare Basis für eine Myokarditis bilden. 
Zu beachten ist außerdem, dass degradiertes Lamin ein Marker für apoptotische Ereignisse in 
der Zelle ist (Herzog et al., 2004) und eine CVB3-Infektion Apoptose auslöst. Diesbezüglich 
kann nicht diskriminiert werden, ob die gefundene Degradation des Lamins ein Effekt bedingt 
durch eine virale Protease ist oder durch die Auslösung der Apoptose zustande gekommen ist. 
Nucleophosmin ein nukleolares Phosphoprotein, welches verschiedene Funktionen in der 
Zelle ausübt, zum Beispiel Kerntransport von Proteinen, zelluläre Proliferation und 
Ribosomenbiogenese (Borer et al., 1989; Herrera et al., 1996), wurde reguliert gefunden 
(siehe dazu auch Abbildung 12). Sehr wahrscheinlich ist, dass in diesem Fall eine 
Modifikation vorliegt, da eine horizontale Verschiebung des Proteins in den sauren Bereich 
des 2D-Gels gefunden wurde und kein Massenverlust am Protein feststellbar war. 
Genaugenommen kann davon ausgegangen werden, dass Nucleophosmin im Zuge der CVB3-
Infektion phosphoryliert wurde, da es ein bekanntes Phosphoprotein ist (Okuwaki et al., 
2001). Phosphorylierungen sind allgemeine Mechanismen von eukaryontischen Zellen die 
biologischen Funktionen und Aktivitäten von Proteinen zu regulieren und zu steuern. Bekannt 
ist, dass Nucleophosmin fähig ist, zwischen Zytoplasma und Kern zu pendeln (Borer et al., 
1989) und an Proteine mit Kernlokalisationssignalen (NLS) zu binden und deren Kernimport 
zu erleichtern (Szebeni et al., 1995). Es bildet spezifische Komplexe unter anderem mit dem 
nukleolaren Protein p120 (Valdez et al., 1994), mit Nucleolin (Li et al., 1996; dazu auch 
Tabelle 4) und mit den viralen Proteinen Rev und Tat des humanen Immundefizienzvirus 
(Frankhauser et al., 1995; Li, 1997). Für das Enzephalomyocarditisvirus ist bekannt, dass das 
3BCD-Vorläuferprotein während einer Infektion unter anderem auch in den Nucleoli 
lokalisiert ist und dass es ebenfalls mit Nucleophosmin interagiert (Aminev et al., 2003). In 
der Tat konnte bei einer Aminosäuresequenzanalyse des CVB3-Polyproteins im Bereich der 
3C-Protease ein potentielles NLS mit der Konsensussequenz laut Chelsky K(K/R)X(K/R) 
(Chelsky et al., 1989) gefunden werden. Aminev et al. (Aminev et al., 2003) schlugen vor, 
dass die viralen Proteasen des Enzephalomyocarditisvirus im Kern die zelleigene 
Transkription durch proteolytische Mechanismen regulieren. 
Interessanterweise konnte beim Vergleich der Polyproteinsequenzen der CVB3-Stämme 
Woodruff und Nancy eine Mutation im Bereich des potentiellen NLS gefunden werden 
(Abbildung 27). Dabei wird ein Lysin (K) im Stamm Nancy durch ein Arginin (R) im Stamm 
Woodruff ausgetauscht, was aber die Konsensussequenz des potentiellen NLS nicht 
verändert. 
 




Aminosäure: 1831                                              1880 
            ▼                                                   ▼  
Woodruff:   EALDLTTSAG YPYVALGIKK RDILSKKTRD LTKLKECMDK YGLNLPMVTY 
Nancy:      EALDLTTSAG YPYVALGIKK RDILSKKTKD LTKLKECMDK YGLNLPMVTY 
 
Abbildung 27 
Abgebildet ist ein Teil der Aminosäuresequenz der 3C-Proteaseregion des CVB3-Polyproteins. Der 
Vergleich des fett gedruckten NLS (K(K/R)X(K/R)) zwischen den Stämmen Nancy und Woodruff zeigt 
eine Mutation von Lysin (K) zu Arginin (R) an der vierten Position des NLS. Diese Veränderung hat 
jedoch keinen Einfluss auf die Konsensussequenz des NLS. 
 
Es bleibt darüber zu spekulieren, ob diese Mutation bei der Pathogenität des Virus eine Rolle 
spielt. Sehr wahrscheinlich ist jedoch, dass Nucleophosmin eine ähnliche Rolle beim CVB3 
spielt wie beim Enzephalomyocarditisvirus und die 3C-Protease oder dessen Vorläuferprotein 
3BCD während der Infektion ebenfalls in den Kern transferiert wird. 
Das zytoplasmatische RNA-bindende Protein UNR wurde durch die proteomanalytischen 
Untersuchen hochreguliert (Faktor 30) gefunden. Es ist bekannt, dass UNR die IRES bedingte 
Translation des humanen Rhinovirus (HRV) und des Poliovirus stimuliert. Die Translation 
picornaviraler RNA wird durch die IRES-Elemente vermittelt und benötigt dafür 
eukaryotische Translationsinitiationsfaktoren sowie IRES-spezifische zelluläre trans-
aktivierende Faktoren (ITAF). Die IRES-Bereiche sind cis-regulatorische Elemente von 
ungefähr 450 Nukleotiden Länge, die hochkonservierte Sekundärstrukturen ausbilden und die 
Translation durch direkte Bindung an den Ribosomen ermöglichen. IRES-Elemente kommen 
sowohl in verschiedenen viralen RNA-Molekülen als auch in zellulären mRNA-Molekülen 
vor (Belsham et al, 2000; Hellen et al., 2001). 
Im Unterschied zu den humanen Rhino- und Polioviren sind die IRES-Elemente des 
Enzephalomyocarditisvirus und des Maul-und-Klauenseuche-Virus (MKSV) nicht UNR 
abhänging. Wie schon erwähnt, ist UNR ein spezifischer Regulator der Rhinoviren- und der 
Poliovirentranslation und repräsentiert eine zelluläre Determinante der Translation dieser 
Viren (Okuwaki et al., 2001). 
Ein anderer ITAF ist das Poly(rC)-bindende Protein (PCBP) (Walter et al., 1999; Gamarnik et 
al., 1997; Blyn et al., 1997), welches ebenfalls durch eine CVB3-Infektion reguliert gefunden 
wurde. Interessant ist, dass funktionelle in vitro Ansätze gezeigt haben, dass einige 
picornavirale IRES-Elemente spezifische Kombinationen aus zwei oder drei ITAF für eine 
effiziente Translation benötigen: für das MKS-Virus werden das Polypyrimidintrakt bindende 
Protein (PTB) und ITAF45 (ein Zellzyklus abhängiges Proteinhomolog zum murinen 
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proliferationsassozierten Protein) benötigt (Pilipenko et al., 2000) und PTB, PCBP und UNR 
werden für die Poliovirus-IRES- und HRV-IRES-abhängige Translation benötigt (Hunt et al., 
1999, 1999). Eine attraktive Hypothese ist, dass spezifische Translationsinitiationsfaktoren an 
den IRES-Bereichen assemblieren und so die Translation ähnlich wie die 
Transkriptionsfaktoren an den Promotoren die Transkription regulieren (Sachs et al., 1997). 
Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und den Literaturangaben wird 
postuliert, dass bei einer CVB3-Infektion mindestens UNR und PCBP für eine effiziente 
Translationsinitiation des viralen Polyproteins benötigt werden. 
Western-Blot-Analysen gaben ebenfalls Hinweise auf eine MAP-Kinase p38 vermittelte 
Stressantwort, hervorgerufen durch eine CVB3-Infektion. Detektiert wurden die aktiven 
phosphorylierten Isoformen mittels einem spezifischen Antikörper gegen alle Isoformen der 
Phospho-p38 MAP-Kinase (Abbildung 18). Die MAP-Kinase p38 reagiert unter anderem auf 
Umweltstress, proinflammatorische Cytokine und Lipopolysaccharide durch 
Phosphorylierungen von verschiedenen Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel ELK1 und 
ATF2 und einigen nachfolgenden Kinasen. Ebenso spielt die p38 eine wichitge Rolle in der 
Produktion von einigen Cytokinen, wie zum Beispiel Interleukin 6 (Pearson et al., 2001; 
Waetzig et al., 2002). Bekannt ist außerdem, dass eine CVB3-Infektion die Expression der 
Tumornekrosefaktor-Rezeptor/Liganden-Superfamilie induziert (Seko et al., 1999). CD27, ein 
Mitglied dieser Familie, vermittelt seine Aktivität durch das proapoptotische Protein Siva, 
welches während CVB3-Infektionen hochreguliert wird (Henke et al., 2000). Da die MAP-
Kinase p38 ebenso ein Mitglied des Tumornekrosefaktor-Signalweges ist und dieser durch 
eine Infektion mit CVB3 aktiviert wird, ist eine Aktivierung und Phosphorylierung 
verschiedener Isoformen der p38 im Zuge einer CVB3-Infektion sehr wahrscheinlich. 
Unterstützt wird diese Hypothese auch durch die Hochregulierung der mRNA der Gene 
NFKBIA, TNFRSF10D, TRADD, TRAF4 und TRAF6 als Ergebnis der Array-Analysen, die 
auf eine Aktivierung des TNFα-Signalwegs und die Aktivierung von NFκ-B schließen lassen.  
Auf die Hochregulation der Fettsäuresynthase wird im nächsten Abschnitt näher eingegangen. 
 
Alexander Raßmann  Seite 63 
Diskussion 
 
4.2.2 Einfluss der Fettsäuresynthase auf die Virusreplikation 
Interessant erscheint, dass die Expression der Fettsäuresynthase durch einen stressbedingten 
p38 MAP-Kinase-abhängigen Mechanismus aktiviert wird (Li et al., 2004). Auch die 
Fettsäuresynthase ist eines der hochregulierten Proteine durch eine CVB3-Infektion 
(Abbildung 15). Aufgrund dieses Ergebnisses und Hinweisen, dass eine Hemmung der 
Fettsäuresynthese die Poliovirusreplikation inhibiert (Fogg et al., 2003), wurde auch in dieser 
Arbeit der Einfluss der Fettsäuresynthese auf die Virusvermehrung überprüft. Pradoxerweise 
scheint das Ergebnis eines stressbedingten Mechanismus auf diese Weise eine wichtige 
Determinante für die Virusreplikation zu sein. 
Mit Cerulenin und C75 als Inhibitoren der β-Ketoacyl-Acyl-Carrier-Protein-Synthase und 
TOFA als Inhibitor der Acetyl-Coenzym-A-Carboxylase standen bereits bekannte 
Fettsäuresynthese-Hemmstoffe zur Verfügung (Abbildung 28).  
In beeindruckender Weise konnte für das Coxsackievirus B3 gezeigt werden, dass die 
Inhibierung der β-Ketoacyl-Acyl-Carrier-Protein-Synthase ebenfalls einen hemmenden 
Einfluss auf die Virusreplikation hat (Abbildungen 22, 23, 24). Den stärkeren Hemmeffekt 
zeigt allerdings Cerulenin im Gegensatz zu C75. Eine mögliche Erklärung dafür wäre, dass 
Cerulenin die Funktion der β-Ketoacyl-Acyl-Carrier-Protein-Synthase irreversibel blockiert, 
während C75 seinen Effekt über eine kompetitive Inhibierung erzielt und so, entsprechend 
des chemischen Gleichgewichts, die β-Ketoacyl-Acyl-Carrier-Protein-Synthase ihre Funktion 
hin und wieder aufnehmen kann. 
 
 
Abbildung 28   Angriffspunkte von TOFA und Cerulenin während der Fettsäuresynthese 
TOFA als Inhibitor der Acetyl-Coenzym-A-Carboxylase (ACC) hemmt die Fettsäuresynthese einen 
Reaktionsschritt früher als Cerulenin beziehungsweise C75 als Inhibitoren der β-Ketoacyl-Acyl-
Carrier-Protein-Synthase (ACS). Somit wird eine Akkumulation von Malonyl-Coenzym-A in der Zelle 
verhindert (aus Pizer et al., 2000). 
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Fogg und Mitarbeiter schlugen vor, dass eine erfolgreiche Poliovirusreplikation bestimmte, an 
die Replikationsmaschinerie gekoppelte Membran- und Vesikelstrukturen in der Zelle 
voraussetzt (Fogg et al., 2003). Genaugenommen wird davon ausgegangen, dass die initiale 
Uridinylierung des virusgenomassoziierten Proteins VPg gestört ist, wenn solche Strukturen 
ene der Glykolyse hochreguliert. Sie diskutierten dies im 
in beziehungsweise C75 mit TOFA die Virusvermehrung in 
gleicher Weise gehemmt wird wie durch die Wirkstoffe allein. Wie bereits in Kapitel 3.3 
nicht intakt sind. Da Cerulenin und C75 die CVB3-Vermehrung auch in vivo deutlich 
reduzieren, kann man eine ähnliche Bedeutung eben genannter Strukturen auch für die CVB3-
Replikation annehmen. 
Nach dieser Theorie sollte jedoch auch bei TOFA eine Hemmung der Virusvermehrung 
erkennbar sein, was jedoch nicht gezeigt werden konnte. Ein Grund könnte sein, dass TOFA 
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Fettsäuresynthese nur kompetitiv hemmt. 
Abhilfe könnte eine irreversible Hemmung der Acetyl-Coenzym-A-Carboxylase schaffen. 
Die Störung der Fettsäuresynthese durch Cerulenin führt beim Poliovirus nur zu einer 
Inhibierung der Genomreplikation, nicht aber zu einem Verlust der Translation des viralen 
Polyproteins (Fogg et al., 2003). Auch beim CVB3 deutet einiges auf diesen Sachverhalt hin. 
Nach fünf bis sechs Stunden war bei den mit Cerulenin oder C75 behandelten infizierten 
Zellen zwar noch kein zytopathischer Effekt sichtbar, im Gegensatz zu nicht behandelten 
infizierten Zellen (Abbildung 23). Im weiteren Infektionsverlauf wurde dann aber nach 
einiger Zeit auch bei den behandelten Zellen ein zytopathischer Effekt sichtbar, was für ein 
Umstellen der Wirtsmaschinerie durch die viralen Proteine spricht. 
Taylor und Mitarbeiter (Taylor et al., 2000) fanden in DNA-Array-Studien am Mausherzen, 
dass Gene der Fettsäure-β-Oxidation und des Citratzyklus herunterreguliert wurden. 
Gleichzeitig wurden G
Zusammenhang mit der auftretenden kardialen Dysfunktion während einer CVB3-Infektion 
und der DCM, da die Glykolyse weniger Energie liefert als die Fettsäureoxydation und der 
Citratzyklus. Diese Daten können durch die in dieser Arbeit gefundene Hochregulation der 
Fettsäuresynthase vervollständigt werden, da eine hohe Fettsäuresyntheserate eine 
Verminderung des Fettsäureabbaus und ein Herunterfahren des Citratzyklus zur Folge hat und 
gleichzeitig Baustoffe aus der Glykolyse benötigt werden und somit noch weniger Energie für 
den Herzmuskel bleibt.  
Die Reduzierung der Virusvermehrung als Nebeneffekt der zytotoxischen Wirkung von 
Cerulenin und C75, hervorgerufen durch die angesprochene Malonyl-Coenzym-A-
Akkumulation, kann ausgeschlossen werden. Es wurde eindeutig gezeigt, dass durch die 
Kombination von Cerulen
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beschrieben, reduziert die gleichzeitige Gabe von TOFA zu den anderen beiden Wirkstoffen 
deren zytotoxische Wirkung deutlich (Pizer et al., 2000). Die auf die Virusreplikation 
hemmende Wirkung von C75 schließt aus, dass die Wirkung von Cerulenin auf 
unspezifischen Reaktionen in der Zelle oder an Bestandteilen des Virus beruht, da C75 im 
Gegensatz zu Cerulenin chemisch relativ inert ist aber an der gleichen Stelle der 
Fettsäuresynthase angreift. 
Abschließend soll noch herausgestellt werden, dass die Fettsäuresynthase ein weiterer 
möglicher Angriffspunkt für eine Therapie ist, z.B. neben den viralen Proteasen oder der 
viralen RNA-Polymerase. Mutagene Veränderungen seitens des Virus können jedoch eine 
verminderte Wirksamkeit eines eventuellen Medikamentes zur Folge haben, was bei einem 
um Beispiel mit 
ytor 60 inflammation“ 
chanismen so modifiziert 
zellulären Protein als Therapieziel nicht der Fall ist. Eine Therapie z
Cerulenin oder C75 könnte man unter Umständen in Erwägung ziehen, da die Substanzen am 
Mausmodell in anderer Hinsicht schon getestet wurden. Empfehlenswert wäre die Therapie 
aber nur in Verbindung mit TOFA, um die zytotoxische Wirkung der beiden Substanzen zu 
minimieren. 
4.2.3 DNA-Array-Analysen mittels „Lab-Arra
Um die Daten der Proteomvergleichsanalysen abzusichern und zu ergänzen, beziehungsweise 
um Aufschluss über Transkriptionsraten ausgewählter Gene während einer CVB3-Infektion 
zu erhalten, wurde noch eine DNA-Array-Analyse in Zusammenarbeit mit der Firma SIRS-
Lab GmbH durchgeführt. Das benutzte System „Lab-Arraytor 60 inflammation“ deckt dabei 
780 Gene aus dem Bereich von Entzündungsreaktionen, Apoptose und Stressreaktionen ab 
(siehe dazu auch Tabellen 5-7 und den Anhang).  
Gleich zu Anfang ist zu erwähnen, dass die Halbwertszeiten von Wirts-mRNA-Molekülen, 
bedingt durch eine CVB3-Infektion, deutlich reduziert werden, zum Beispiel durch den 
viralen Proteaseangriff an dem Poly(A)-bindenden Protein (Kerekatte et al., 1999). Da dies 
ein relativ unspezifischer Mechanismus ist, sind die hochregulierten mRNA-Moleküle für 
eventuelle Abwehrreaktionen der Zelle oder für virusspezifische Eingriffe in den 
Wirtsmetabolismus deutlich aussagekräftiger als die herunterregulierten. Letztlich bleibt eine 
Aussage über die Translation der betreffenden mRNA-Moleküle jedoch aus, da zum Beispiel 
der Translationsinitiationsfaktor eIF4G ebenfalls über virale Me
wird (Haghighat et al., 1996), dass zelleigene Proteine deutlich weniger exprimiert werden. 
Dieser Sachverhalt spricht eindeutig für die Überlegenheit der Proteomanalysen 
diesbezüglich. Auch bei den DNA-Array-Analysen stellt die Reproduzierbarkeit ein Problem 
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dar. Aus diesem Grund wurde, wie auch schon bei den Proteomanalysen, das Experiment fünf 
Mal unabhängig voneinander wiederholt. Um die Aussagen zu verallgemeinern wurden auch 
an dieser Stelle die beiden Zelllinien HeLa und HepG2 verwendet. 
Aus den Array-Analysen ist eine Aktivierung des TNF-Signalweges erkennbar und wurde 
bereits im Zusammenhang mit den Western-Blot-Analysen der MAP-Kinase p38 angedeutet. 
Die gefundene Hochregulation der mRNA der Gene NFKBIA (nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer), TNFRSF10D (tumor necrosis factor receptor superfamily, 
member 10d), TRADD (TNFRSF1A-associated via death domain), TRAF4 und TRAF6 (TNF 
receptor-associated factor 4 und 6) bestätigt, was in der Literatur schon diskutiert wurde 
(Seko et al., 1999; Abbildung 29). Eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκ-B ist auch 
nicht unerwartet, da NFκ-B auch Teil des TNF-Signalweges ist (Liu, 2005). Tabelle 4 läßt 
auch eine Hochregulation der c-Fos-mRNA erkennen. Auch dieses Protein ist unter anderem 
Teil des TNF-Signalweges (Adcock, 1997). Die in den Proteomanalysen gefundenen Proteine 
der Gruppe 14-3-3 (Tabelle 4 und Anhang) sind ebenfalls dem TNF-Signalweg zuzuordnen 
(Benzing et al., 2002).  
  
Abbildung 29   Überblick über den TNF-Signalweg und den TRAF-Signalweg 
Die Abbildung zeigt einen Überblick über den Tumornekrose-Signalweg (linke Abbildung) und den 
Signalweg des Tumornekrose-Rezeptor assoziierten Faktors (TRAF Signalweg, rechte Abbildung) mit 




Alexander Raßmann  Seite 67 
Diskussion 
 
Weiterhin ist an der Hochregulation der mRNA-Moleküle der Gene GADD45B (growth 
arrest and DNA-damage-inducible, beta), DUSP1 (dual specificity phosphatase 1), LTB4R 
(leukotriene B4 receptor) deutlich zu erkennen, dass verschiedene stressbedingte und 
entzündungsauslösende Signalwege aktiviert werden, wahrscheinlich auch als Folge der TNF-
 von Entzündungs- und Stressreaktionen durch eine CVB3-Infektion.  
ür einen aussagekräftigen Vergleich von Array-Analysen und Proteomuntersuchungen 
nen, müßte man Array-Systeme mit einer deutlich höheren Anzahl an 
Genen benutzen. Jedoch leidet darunter die Übersichtlichkeit und die Auswertbarkeit in 
er Virusvermehrung zeigen. 
eschwächter Viren. 
Aktivierung (Zhang et al., 2005). Die Hochregulation der Caspase 10-mRNA (CASP10) lässt 
auf die baldige Auslösung der Apoptose schließen. 
Aus Tabelle 6 ist zu entnehmen, dass die mRNA verschiedener Hitzeschockproteine 
hochreguliert wurde (HSPA1A, HSPA6). Dies deutet ebenfalls auf Stressreaktionen in der 
Zelle hin und bestätigt die Daten aus den Proteomanalysen (Tabelle 4 und Anhang) und den 
Ergebnissen von Taylor und Mitarbeitern (Taylor et al., 2000). 
Das benutzte Array-System eignet sich für molekulare Analysen im Bereich der 
Entzündungsreaktionen, wofür es auch entwickelt wurde. Um die proteomanalytischen Daten 
abzusichern ist es jedoch weniger geeignet, da die Zahl der Gene und die Bereiche, in denen 
die Genprodukte eine Rolle spielen, doch recht begrenzt ist. Die wichtigsten Erkenntnisse aus 




zunehmendem Maße, was auch der Grund war, warum das kleinere und spezifischere Array-




Die vorliegende Arbeit hat einen wichtigen Beitrag zum besseren Verständnis der 
molekularen Abläufe während einer CVB3-Infektion geleistet und konnte direkt einen 
weiteren Angriffspunkt für eine mögliche Hemmung d
Gleichzeitig liefert diese Arbeit auch neue mögliche Angriffspunkte für Forschung und 
Entwicklung. Zum Beispiel wäre interessant, das potentielle Kernlokalisationssignal der 3C-
Proteaseregion im Polyprotein von CVB3 zu mutieren, es auf diese Weise zu entfernen und 
anschließend die Pathogenität des Virus zu überprüfen. In Kombination mit einer besseren 
Aufklärung der Rolle der IRES-Bereiche wäre dies sinnvoll im Hinblick auf die 
Impfstoffentwicklung mittels abg
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Die durch die Array-Analysen identifizierte Aktivierung des TNF-Signalweges ist zwar im 
usammenhang von CVB3-Infektionen nicht unbekannt aber in dieser Vollständigkeit und 
Form bisher noch nicht publiziert. Dazu kommen proteomanalytische Ergebnisse, die in 
diesem Bereich auf diese Weise ergänzt werden konnten. Die Ergebnisse lieferten wiederum 
wichtige Erkenntnisse beim Verstehen der stressbedingten Reaktionen der Wirtszellen auf 










Das Coxsackievirus B3, einer der wichtigsten Vertreter viraler Herzerkrankungen, ist in 
seinen molekularen Pathogenesemechanismen bisher nur wenig verstanden. Geeignete 
Therapien gegen das CVB3, vor allem in den Fällen der DCM, sind ebenfalls nicht im 
klinischen Einsatz.  
Um tiefere Einblicke in das Infektionsgeschehen zu bekommen und somit die molekularen  
Pathogenesemechanismen besser zu verstehen, wurde in dieser Arbeit die vergleichende 
zweidimensionale Gelelektrophorese und eine DNA-Array-Analyse eingesetzt. 
Die proteomanalytischen Untersuchungen bestätigten zum Teil in diesem Zusammenhang 
bekannte Mechanismen, zum Beispiel Alterationen am Zytoskelett in den Fällen 
verschiedener Aktine, Tubuline und Keratine, brachten aber auch neue Erkenntnisse, zum 
Beispiel die Modifikationen am Protein Lamin infolge einer CVB3-Infektion. 
Für die Proteine Nucleophosmin und für die RNA-bindenden Proteine UNR und PCBP 
konnten ebenfalls Hinweise für wichtige Funktionen während einer CVB3-Infektion gefunden 
werden. Diese Proteine haben scheinbar einen großen Einfluss auf die Umstellung der 
Wirtsexpression und somit einer erfolgreichen Virusvermehrung. 
DNA-Array-Analysen und Western-Blot-Analyen lassen eine Aktivierung des TNF-
Signalweges, als Antwort auf die laufende Infektion, mit Beteiligung der MAP-Kinase p38, 
der Transkriptionsfaktoren NFκ-B und c-Fos sowie verschiedener Proteine der Gruppe 14-3-3 
annehmen. 
Paradoxerweise gibt es Mechanismen die stressbedingt über den MAP-Kinase p38-Signalweg 
die Expression der Fettsäuresynthase erhöhen, welche ebenfalls eine wichtige Determinante 
für die CVB3-Replikation darstellt.  
In dieser Arbeit konnte eine deutliche Hochregulation der Fettsäuresynthase gezeigt werden. 
Daraufhin wurden erfolgreiche Versuche unternommen die Fettsäuresynthase mit 
Naturstoffen zu hemmen und somit auch die Virusreplikation deutlich zu reduzieren. 
Diese Arbeit konnte bedeutend zur Entflechtung der molekularen Pathogeneseprozesse von 
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